Epidemiologia de matalo-ß-lactamases em isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa resistentes ao imipenemo by Pena, Aldina Maria Rodrigues
 
 Universidade de Aveiro 
2006 
Departamento de Biologia 
Aldina Maria  
Rodrigues Pena  
 
Epidemiologia de metalo-β-lactamases em isolados 
clínicos de Pseudomonas aeruginosa resistentes ao 
imipenemo 
 
 Dissertação apresentada à Universidade de Aveiro para cumprimento dos 
requisitos necessários à obtenção do grau de Mestre em Microbiologia 
Molecular, realizada sob a orientação científica da Doutora Olga Cardoso, 
Professora Auxiliar da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra. 
 
   
 
 
  
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   
                         Aos meus pais 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
o júri   
 
presidente Doutora Maria da Conceição Lopes Vieira dos Santos 
Professora Associada da Universidade de Aveiro 
  
 
 Doutora Gabriela Conceição Duarte Jorge da Silva 
Professora Auxiliar da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra 
  
 
 Doutora Olga Maria Antunes Rodrigues Carvalho Cardoso 
Professora Auxiliar da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra 
  
 
 Doutora Sónia Alexandra Leite Velho Mendo Barroso 
 Professora Auxiliar da Universidade de Aveiro 
 
  
  
 
  
  
 
  
 
 
 
 
  
  
 
agradecimentos 
 
A todos quantos contribuíram para a realização deste trabalho quero
manifestar o meu agradecimento: 
À Professora Doutora Olga Cardoso, do Laboratório de Microbiologia da 
Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra, agradeço a oportunidade 
de desenvolver este trabalho, a orientação técnico-científica, o apoio, a 
motivação, os ensinamentos transmitidos e o tempo dispendido desde o início 
das actividades experimentais até à revisão da presente dissertação. O meu 
sincero e profundo obrigado. 
Às Professoras Doutoras Cristina Luxo, Gabriela da Silva e Maria do Céu de
Sousa e ao Professor Doutor Rui Leitão, agradeço a disponibilidade
demonstrada na minha aceitação e acolhimento no Laboratório de 
Microbiologia da Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra, e todo o
apoio e ânimo manifestados durante a realização deste trabalho. 
À Dr. Florinda Alves, do Laboratório de Microbiologia do Centro Hospitalar de 
Coimbra, agradeço a cedência dos isolados clínicos de Pseudomonas 
aeruginosa. 
Ao Laboratório de Sequenciação e Análise de Fragmentos da Faculdade de 
Ciências de Lisboa agradeço a sequenciação das amostras de DNA. 
Às funcionárias do Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Farmácia da 
Universidade de Coimbra, Sr. Lúcia e Sr. Sandra, os meus agradecimentos por
toda a colaboração que tiveram ao longo do desenvolvimento das actividades
experimentais. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
palavras-chave 
 
Pseudomonas aeruginosa, β-lactâmicos, carbapenemos, imipenemo, metalo-β-
lactamases.  
resumo 
 
 
Pseudomonas aeruginosa é um patogénico humano oportunista responsável 
por infecções nosocomiais, particularmente em doentes imunocomprometidos.
Os carbapenemos são agentes antimicrobianos frequentemente utilizados no 
tratamento de infecções provocadas por P. aeruginosa. Contudo, nesta 
espécie, tem-se verificado um aumento de estirpes resistentes a estes
antibióticos. A produção de metalo-β-lactamases constitui um dos mecanismos 
de resistência emergente aos carbapenemos. As metalo-β-lactamases 
caracterizam-se pela eficiente capacidade de hidrolisar a maioria dos
β-lactâmicos, especialmente os carbapenemos. A observação de isolados
produtores das metalo-β-lactamases IMP e VIM tem aumentado por todo o 
mundo. A metalo-β-lactamase VIM é a mais frequente na Europa
mediterrânica. Recentemente em P. aeruginosa foram descritas as metalo-β-
lactamases SPM-1 no Brasil e GIM na Alemanha. Neste trabalho foram 
estudados 136 isolados clínicos resistentes ao imipenemo seleccionados a 
partir de 773 isolados de P. aeruginosa, colhidos durante dois anos (Abril de 
2003 e Abril de 2005) no Centro Hospitalar de Coimbra. As susceptibilidades
destes isolados resistentes ao imipenemo a outros antibióticos foram:
meropenemo 20,3%, ceftazidima 56,7%, cefepima 49,6%, 
piperacilina/tazobactam 47,4%, aztreonamo 37,3%, amicacina 73,1% e 
ciprofloxacina 53,0%. O teste de sinergismo do duplo disco foi usado para
triagem dos isolados clínicos resistentes ao imipenemo relativamente à 
presença de metalo-β-lactamases, observando-se que 40 (29,4%) isolados 
apresentaram teste fenotípico positivo. O gene blaVIM foi detectado em 26 
isolados (19,1%). As metalo-β-lactamases IMP, SPM e GIM não foram 
detectadas. Por sequenciação verificou-se a presença de VIM-2 nestes 26 
isolados. As CMIs dos isolados que apresentaram VIM-2 foram determinadas e 
os resultados revelaram que a piperacilina foi o antimicrobiano mais eficaz
(84,6%) seguido do aztreonamo (76,9%), ceftazidima (53,8%) e meropenemo 
(20,3%). O gene blaVIM-2 é encontrado com uma certa frequência em cassetes 
genéticas inseridas em integrões de classe 1. Em três isolados blaVIM-2 
positivos foram detectados estes integrões, verificando-se que o gene blaVIM-2
estava inserido nesses integrões de classe 1 conferindo-lhes potencial de 
disseminação. A tipagem por RAPD dos isolados blaVIM-2 positivos demonstrou 
7 tipos de perfis (A a G), com predominância do perfil A que se encontrava
disseminado por 5 Unidades Hospitalares, nomeadamente Medicina, 
Reanimação, Pneumologia, Neurocirurgia e Ortotraumatologia.  
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abstract 
 
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen and a leading 
cause of nosocomial infections, particularly in immunocompromised patients.
Carbapenems are important therapeutic agents for the treatment of infection
with multidrug-resistant Gram negative bacteria, such as P. aeruginosa. The 
production of metallo-β-lactamases is one of the emerging mechanisms of 
carbapenem resistance in P. aeruginosa. The metallo-β-lactamases confer
efficient hydrolysis of almost all of β-lactam, especially carbapenems.  Clinical 
isolates harbouring the metallo-β-lactamases IMP and VIM have been 
increasingly reported worldwide, and VIM has been reported especially in
Mediterranean Europe. Recently, in P. aeruginosa another two metallo-β-
lactamases have been described: SPM-1 in Brazil and GIM in Germany. For 
this work, 773 clinical isolates of P. aeruginosa were collected in Centro
Hospitalar of Coimbra, during two years (April 2003 to April 2005). From these,
136 (17.6%) isolates were selected because they were resistant to imipenem. 
The susceptibilities to others antibiotics of imipenem resistant isolates were: 
meropenem 20.3%, ceftazidime 56.7%, cefepime 49.6%, piperacillin plus
tazobactam 47.4%, aztreonam 37.3%, amikacin 73.1% and ciprofloxacin 
53.0%. Clinical isolates of P. aeruginosa imipenem resistant were initially 
screened for the presence of metallo-β-lactamases by a double-disk synergy 
test. Forty (29.4%) isolates had positive phenotypic screening tests. Twenty-six
isolates (19.1%) demonstrated the presence of blaVIM. The others metallo-β-
lactamases tested were negative. Sequencing demonstrated the presence of 
VIM-2 enzyme in these 26 isolates. 
Among these strains that harboured VIM-2, MICs were determined and the 
results revealed that piperacillin inhibited 84.6% followed by aztreonam 76.9%,
ceftazidime 53.8% and meropenem 20.3%.The blaVIM-2 gene is usually in a 
gene cassette integrated in class 1 integrons. In the isolates blaVIM-2 positives 
the class 1 integrons were detected in three isolates. In these isolates blaVIM-2 
gene were inserted in class 1 integrons with the potencial to spread. 
RAPD typing of the isolates blaVIM-2 positives demonstrated seven distinct 
amplification patterns (A to G), with predominance of pattern A, that was
disseminated in 5 wards, namely Medicine, Reanimation, Pneumonology,
Neurosurgery and Orthotraumatology.  
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1. CARACTERÍSTICAS GERAIS DE Pseudomonas aeruginosa 
 
Pseudomonas aeruginosa pertence à família Pseudomonadaceae, é um bacilo de 
Gram negativo, não esporolado e móvel através de um flagelo polar (Sá-Correia, 2000). 
O metabolismo é tipicamente respiratório aeróbio, nunca fermentativo, podendo 
reduzir o nitrato em condições de anaerobiose. A temperatura óptima de crescimento é 
de 37ºC mas consegue crescer até aos 42ºC (Todar, 2004). É pouco exigente em termos 
nutricionais sendo capaz de crescer em meios de cultura contendo apenas acetato como 
fonte de carbono e sulfato de amónio, como fonte de azoto (Todar, 2004). 
Esta espécie produz pigmentos solúveis, sobretudo piocianina e pioverdina que 
conferem ao meio de cultura a coloração azul fluorescente e amarelo esverdeado, 
respectivamente (Todar, 2004). 
Considera-se um microrganismo ubiquitário, particularmente em ambientes húmidos, 
podendo ser isolado da água, solo, plantas, animais e de amostras clínicas. No meio 
hospitalar pode contaminar água considerada “esterilizada”, soro fisiológico, ventiladores, 
diversos materiais hospitalares e mesmo alguns antisépticos e detergentes aquosos (Sá-
Correia, 2000). Por outro lado, é constantemente introduzida no meio hospitalar através 
de pessoas e de alimentos contaminados (Todar, 2004). 
 A patogenecidade de P. aeruginosa é conferida por diversos factores de virulência e 
resistência aos agentes antimicrobianos que contribuem para o seu desenvolvimento 
como microrganismo oportunista. A aderência das células mediada pelos pili e outras 
adesinas parece ser importante para a colonização de membranas mucosas e outras 
superfícies (Ramphal et al., 1985; Diog et al., 1988; Prince et al., 1992). Outro factor 
relevante é a produção de alginato, um polissacarídeo extracelular mucóide que permite 
a adesão entre as células bacterianas e o meio e consequentemente o crescimento em 
biofilme. Desta forma, P. aeruginosa fica protegida contra as defesas do sistema 
imunitário do hospedeiro e da acção dos agentes antimicrobianos (Mai et al., 1993; Boyd 
& Chakrabarty, 1995; Hoiby et al., 2001; Drenkard & Ausubel, 2002; Olson et al., 2002; 
Todar, 2004). 
A invasão e destruição dos tecidos do hospedeiro são efectuadas por diversos 
produtos secretados, incluindo elastases, proteases, citotoxinas, exotoxinas e 
hemolisinas (Sá-Correia, 2000; Todar, 2004). 
 
 
2. Pseudomonas aeruginosa COMO PATOGÉNICO NOSOCOMIAL 
 
P. aeruginosa é um agente patogénico oportunista que raramente causa infecções em 
indivíduos saudáveis. Na maioria dos casos, para se iniciar uma infecção, é necessário 
que ocorra alteração ou destruição de barreiras físicas (queimaduras, utilização de 
cateteres intravenosos e urinários, sondas orotraqueais, feridas cirúrgicas e outros 
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procedimentos invasivos) e/ou um sistema imunitário deficiente (sobretudo em doentes 
com SIDA, cancerosos ou sujeitos a tratamento com agentes imunossupressores) (Sá-
Correia, 2000). 
Outros factores de risco para aquisição de infecções causadas por P. aeruginosa são 
a idade avançada, diabetes mellitus, hospitalização prolongada e uso prévio de agentes 
antimicrobianos (Rossolini & Mantengoli, 2005).  
Entre as infecções nosocomiais mais graves provocadas por P. aeruginosa 
encontram-se infecções do aparelho urinário, otites externas, endocardites, meningites, 
pneumonias e septicémias. Em doentes com fibrose quística tem incidência elevada, 
originando infecções respiratórias crónicas (Sá-Correia, 2000). 
Nos Estados Unidos da América, P. aeruginosa é a primeira causa de pneumonia 
nosocomial em Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs), quarta causa de infecções 
urinárias e o sexto microrganismo patogénico mais frequentemente isolado da corrente 
sanguínea de doentes internados em UCIs (NNIS, 1999).  
Na Europa, é o terceiro microrganismo patogénico mais comumente isolado de 
infecções nosocomiais em UCIs (Vicent et al., 1995).  
 
 
3. TERAPÊUTICA DE INFECÇÕES CAUSADAS POR Pseudomonas aeruginosa 
 
Os antibióticos frequentemente administrados na terapêutica de infecções causadas 
por P. aeruginosa são os β-lactâmicos (imipenemo, meropenemo, aztreonamo, 
ceftazidima, cefepima, piperacilina e ticarcilina), os aminoglicosídeos (gentamicina, 
tobramicina e amicacina) e as fluoroquinolonas (ciprofloxacina) (Giamarellou & 
Antoniadou, 2001; Jones et al., 2001; Walsh et al., 2005).  
A co-administração de agentes antimicrobianos é essencial para reduzir as 
probabilidades de selecção de mutantes resistentes durante a terapia, assim como para 
obter sinergia entre alguns agentes (Rossolini & Mantengoli, 2005). Os aminoglicosídeos 
são frequentemente utilizados em regime terapêutico combinado com um β-lactâmico no 
tratamento de infecções graves provocadas por P. aeruginosa, não sendo recomendada 
a monoterapia (Carmeli et al., 1999b). Outra alternativa consiste na administração de 
uma fluoroquinolona com uma penicilina de espectro alargado (Hauser & Sriram, 2005). 
De referir que deve ser evitada a combinação de dois β-lactâmicos, nomeadamente do 
imipenemo e piperacilina, devido ao efeito antagonista (Hauser & Sriram, 2005). 
O aumento da frequência de estirpes multi-resistentes nos últimos anos e a ausência 
de novos antimicrobianos eficazes conduziram à reutilização de antibióticos como as 
polimixinas (polimixina B e colistina), que deixaram de ser prescritos no início dos anos 
oitenta devido à elevada nefrotoxicidade e neurotoxicidade (Horton & Pankey, 1982; 
Giamarellou, 2002; Stein & Raoult, 2002). No entanto, as polimixinas podem constituir 
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uma opção terapêutica em estirpes que apresentam resistência aos antimicrobianos 
β-lactâmicos, aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (Levin et al., 1999; Giamarellou, 2002).  
No tratamento empírico a escolha do agente antimicrobiano deve basear-se nos perfis 
de susceptibilidade observados na área geográfica e hospital em causa devendo 
considerar-se o risco de emergência de resistência durante o tratamento (Jones et al., 
2002). Adicionalmente, deve evitar-se a administração de antibióticos aos quais o doente 
esteve recentemente exposto (Hauser & Sriram, 2005). 
Uma política mais restritiva na prescrição dos agentes antimicrobianos e também o 
uso adequado desses agentes na dose e período correctos são práticas essenciais para 
diminuir a selecção e a disseminação da resistência aos antibióticos. 
 
 
4. ANTIBIÓTICOS β-LACTÂMICOS 
 
Os antibióticos β-lactâmicos representam mais de metade do número total de agentes 
antimicrobianos disponíveis, sendo utilizados no tratamento de infecções causadas por 
microrganismos de Gram positivo e de Gram negativo (Kotra & Mobashery, 1998; Page, 
1999; Therrien & Levesque, 2000).  
 A utilização terapêutica generalizada dos antibióticos β-lactâmicos é justificada pela 
eficácia antimicrobiana e baixa toxicidade para as células eucariotas (Sousa & Prista, 
1988). No entanto, a eficácia destes antibióticos é constantemente desafiada pela 
emergência de estirpes bacterianas resistentes.  
Os antibióticos β-lactâmicos caracterizam-se por possuírem uma estrutura cíclica 
constituída por três átomos de carbono e um de azoto, denominada anel β-lactâmico, que 
é essencial para a actividade antibacteriana (figura 1). As cadeias laterais determinam 
parte do espectro antibacteriano e as propriedades farmacológicas de cada um dos 
compostos (Chambers, 2000).  
Esta classe de antibióticos inclui vários grupos nomeadamente, penicilinas, 
cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenemos. 
Nas penicilinas, o anel β-lactâmico encontra-se fundido com um anel tiazolidina e com 
um anel dihidrotiazina nas cefalosporinas (Sousa & Prista, 1988; Greenwood, 1998). 
Os monobactâmicos têm na sua estrutura um único anel β-lactâmico, sendo o 
aztreonamo o β-lactâmico monocíclico usado na terapêutica. 
 
 
 
 
 
 
 
 A 
Figura 1. Estrutura química dos β-lactâmicos: penicilinas (A), cefalosporinas (B), monobactâmicos 
(C) e carbapenemos (D) (adaptado de Sousa, 2001). 
 
B C D 
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4.1. CARBAPENEMOS 
 
Os carbapenemos apresentam uma estrutura semelhante às penicilinas, excepto no 
anel que contem uma dupla ligação entre o carbono 2 e 3, e o átomo de enxofre que é 
substituído por um carbono, sendo derivados da tienamicina (figura 2) (Sousa & Prista, 
1988). 
Os carbapenemos disponíveis para uso clínico em Portugal são o imipenemo, o 
meropenemo e o ertapenemo, sendo os dois primeiros utilizados com maior frequência. 
O imipenemo foi o primeiro carbapenemo a ser lançado no mercado (Jones & Pfaller, 
1998). Para manter a actividade antibacteriana e diminuir a nefrotoxicidade, o imipenemo 
deve ser co-administrado com a cilastatina, um inibidor da dihidropeptidase-1 renal 
humana, que degrada o imipenemo (Hikida et al., 1992, Edwards & Betts, 2000). 
A síntese do meropenemo representou um avanço na área de desenvolvimento dos 
carbapenemos, por ser mais estável à hidrólise pela dihidropeptidase-1 renal humana, 
permitindo a sua administração como agente único, sem ser necessária a sua associação 
com cilastatina (Edwards & Betts, 2000). 
A administração do ertapenemo também não requer a associação com a cilastatina, e 
apresenta a vantagem de ser administrado em apenas uma dose diária, enquanto o 
imipenemo e o meropenemo são administrados diversas vezes por dia (Shah & Isaacs, 
2003). 
Estudos que compararam a actividade antimicrobiana dos carbapenemos demonstram 
que o meropenemo e o ertapenemo são intrinsecamente um pouco menos potentes 
relativamente ao imipenemo contra aeróbios de Gram positivo, mas são mais activos 
contra aeróbios de Gram negativo, incluindo P. aeruginosa, e apresentam actividades 
semelhantes contra anaeróbios de Gram negativo (Gales et al., 1997; Pfaller & Jones, 
1997; Edwards & Betts, 2000; Shah & Isaacs, 2003). Adicionalmente, a administração do 
imipenemo ou do meropenemo é particularmente adequada em infecções nosocomiais 
enquanto a administração do ertapenemo é mais apropriada no tratamento de infecções 
adquiridas na comunidade (Shah & Isaacs, 2003). 
Os carbapenemos são os β-lactâmicos usados com maior frequência no tratamento de 
infecções nosocomiais causadas por P. aeruginosa, por apresentarem maior espectro de 
actividade e maior estabilidade contra a hidrólise pelas β-lactamases (Cornaglia et al., 
2000). Contudo, a eficácia terapêutica dos carbapenemos tem sido ameaçada pela 
emergência de isolados resistentes a estes agentes antimicrobianos, principalmente os 
produtores de metalo-β-lactamases (Peleg et al., 2005). 
 
 
 
 
Introdução 
 
 7
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 5. MECANISMO DE ACÇÃO DOS ANTIBIÓTICOS β-LACTÂMICOS 
 
 A actividade dos antibióticos β-lactâmicos depende da capacidade para se difundirem 
através da parede celular bacteriana, da afinidade para as enzimas alvo designadas por 
Penicillin-Binding Proteins (PBPs) localizadas no folheto externo da membrana 
citoplasmática e da estabilidade à hidrólise mediada por enzimas bacterianas (Dever & 
Dermody, 1991; Bush & Miller, 1998; Kotra & Mobashery, 1999). 
As PBPs possuem actividade de carboxipeptidase e de transpeptidase e estão 
envolvidas em várias fases do processo de construção, manutenção e regulação da 
matriz de peptidoglicano que assegura a rigidez da parede celular bacteriana, essencial 
para a sobrevivência da célula (Dever & Dermody, 1991; Spratt, 1994; Sousa et al., 1998; 
Kotra & Mobashery, 1999). 
Os antibióticos β-lactâmicos inibem a D-alanil-D-alanina transpeptidase por acilação, 
formando ésteres estáveis entre o anel β-lactâmico aberto e o grupo hidroxilo da enzima. 
Estes ésteres têm semi-vida de hidrólise de várias horas, por isso, a inactivação é 
efectivamente permanente (Livermore & Williams, 1996). 
A capacidade dos β-lactâmicos em inibir as carboxipeptidases e transpeptidases 
deve-se à semelhança conformacional da ligação amida do anel β-lactâmico e a ligação 
peptídica análoga da D-alanil-D-alanina (Livermore & Williams, 1996). 
A inibição de diferentes PBPs, por diferentes antibióticos abaixo da respectiva 
concentração mínima inibitória, interfere com a divisão celular ou altera a forma das 
células. Doses sub-inibitórias de aztreonamo, que possui uma afinidade muito específica 
para a PBP-3, interferem com a divisão celular e dão lugar à formação de células 
filamentosas (Sousa & Prista, 1988). Por outro lado, a inibição da PBP-1 provoca a lise 
celular enquanto a inibição da PBP-2 forma esferoplastos e não interfere na divisão 
celular (Sousa & Prista, 1988; Sousa, 2001).  
 
 
B 
C
Figura 2. Estrutura química dos carbapenemos: imipenemo (A), meropenemo (B) e ertapenemo (C) 
(adaptado de Shah et al., 2003).
A 
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6. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA AOS ANTIBIÓTICOS β-LACTÂMICOS 
 
Actualmente são conhecidos quatro mecanismos de resistência de P. aeruginosa aos 
antibióticos β-lactâmicos: redução da permeabilidade da membrana exterior, mecanismo 
de efluxo, alteração de PBPs e produção de β-lactamases. 
Em P. aeruginosa estes mecanismos de resistência podem ser expressos em 
simultâneo, limitando as opções terapêuticas no tratamento de infecções causadas por 
este microrganismo. 
 
 
6.1. REDUÇÃO DA PERMEABILIDADE DA MEMBRANA EXTERIOR 
 
Os β-lactâmicos são moléculas hidrofílicas que têm de atravessar a membrana exterior 
das bactérias de Gram negativo para atingirem as PBPs. Portanto, a difusão destes 
antibióticos para o espaço periplasmático efectua-se devido à existência na membrana 
exterior de canais aquosos designados de porinas (Nikaido, 2000). 
Alterações na permeabilidade da membrana exterior, por ausência ou expressão 
diminuida de determinadas porinas, estão associadas à redução de susceptibilidade aos 
β-lactâmicos (Livingstone et al., 1995; Hancock, 1998; Nikaido, 2003). 
Entre as principais porinas descritas em P. aeruginosa encontram-se a OprD, que 
facilita a difusão de aminoácidos básicos e pequenos péptidos através da membrana 
exterior (Trias & Nikaido, 1990; Huang & Hancock, 1993; Ochs et al. 1999). 
Adicionalmente, também permite a penetração celular de carbapenemos, mas não de 
outros β-lactâmicos (Huang & Hancock, 1993). A ausência ou níveis diminutos de OprD 
conferem resistência ao imipenemo e diminuem a susceptibilidade ao meropenemo 
(Livermore et al., 2001).  
Por outro lado, verificou-se a diminuição dos níveis de OprE em mutantes de P. 
aeruginosa resistentes às cefalosporinas (Yamano et al., 1990). A expressão desta porina 
é induzida em condições de anaerobiose em que o nitrato funciona como aceitador de 
electrões (Nikaido, 2003). 
A porina OprF está relacionada com a manutenção da forma da célula bacteriana 
sendo necessária para o crescimento em ambientes de baixa osmolaridade (Rawling et 
al., 1998). Apesar de abundante, a porina OprF constitui uma via de entrada ineficiente 
de antibióticos (Hancock, 1998). 
 
 
6.2. MECANISMO DE EFLUXO 
 
A hiperexpressão de sistemas de efluxo constitui um mecanismo de resistência aos 
β-lactâmicos em P. aeruginosa, através da excreção de antimicrobianos do citoplasma 
permitindo a redução da concentração no interior da célula bacteriana (Livermore, 2001). 
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Em P. aeruginosa são conhecidos quatro sistemas de efluxo da família Resistence-
Nodulation-Division (RND) capazes de contribuir para a resistência aos antibióticos 
β-lactâmicos, denominados MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM 
(Nikaido, 1998; Livermore, 2002).  
Cada sistema de efluxo da família RND é constituído por três proteínas: proteína 
responsável pelo efluxo de substâncias através da membrana interior (MexB, MexD, 
MexF, MexY), proteína de fusão membranar (MexA, MexC, MexE, MexX) e proteína que 
efectua o efluxo através da membrana exterior (OprM, OprJ, OprN) (Nikaido et al., 1998). 
O sistema de efluxo MexAB-OprM codificado pelo operão mexAB-oprM contribui para 
a resistência à maioria dos β-lactâmicos, excepto ao imipenemo (Ziha-Zarifi et al., 1999; 
Masuda et al., 2000; Srikumar et al., 2000; Rossolini & Mantengoli, 2005). Neste sentido, 
o aumento da expressão deste sistema de efluxo aumenta a concentração mínima 
inibitória de penicilinas, cefalosporinas de espectro alargado, tetraciclinas e também de 
fluoroquinolonas (Li et al., 2000).  
Os sistemas MexCD-OprJ e MexXY-OprM diminuem a susceptibilidade de alguns 
cefemos, do meropenemo e de fluoroquinolonas (Masuda et al., 2000; Rossolini & 
Mantengoli, 2005). Adicionalmente, o sistema de efluxo MexXY-OprM contribui para a 
resistência aos aminoglicosídeos (Livermore, 2002; Rossolini & Mantengoli, 2005). 
Por outro lado, o sistema MexEF-OprN efluxa as fluoroquinolonas mas não os 
β-lactâmicos. No entanto, a hiperexpressão deste sistema diminui a expressão da porina 
OprD, conferindo indirectamente resistência ao imipenemo e diminuindo a 
susceptibilidade ao meropenemo (Köhler et al., 1999; Ochs et al. 1999; Rossolini & 
Mantengoli, 2005). 
 
 
6.3. ALTERAÇÃO DE PENICILLIN-BINDING PROTEINS   
 
A alteração de PBPs, nomeadamente a expressão de PBPs com reduzida afinidade 
para os β-lactâmicos ou a diminuição da expressão de PBPs específicas, impede a 
formação de ligações covalentes entre os β-lactâmicos e as PBPs, conferindo resistência 
a estes antimicrobianos (Cornaglia et al., 1995). 
Apesar da resistência aos β-lactâmicos causada pela alteração de PBPs se encontrar 
descrita principalmente em microrganismos de Gram positivo, também ocorre em 
microrganismos de Gram negativo (Liao & Hancock, 1997). 
Em P. aeruginosa, o imipenemo apresenta elevada afinidade pela PBP-2 enquanto o 
meropenemo tem afinidade pela PBP-3, por consequência a alteração destas PBPs 
contribui para a resistência aos carbapenemos (Cornaglia et al., 1995; Liao & Hancock, 
1997). 
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6.4. β-LACTAMASES 
 
A principal causa de resistência bacteriana aos antibióticos β-lactâmicos é a produção 
de β-lactamases, nomeadamente em bactérias de Gram negativo como P. aeruginosa 
(Bush, 1989; Livermore, 1995; Nordmann, 1998; Thomson & Bonomo, 2005).  
 
 
6.4.1. MECANISMOS DE ACÇÃO DAS β-LACTAMASES 
 
As β-lactamases são hidrolases que actuam na ligação amida do anel β-lactâmico dos 
antibióticos β-lactâmicos, tornando-os inactivos, antes destes atingirem as PBPs (Bush, 
1989). 
A reacção catalisada pelas β-lactamases de centro serina é essencialmente a mesma, 
independentemente da enzima e substrato envolvidos. Numa primeira etapa forma-se um 
intermediário reversível, não covalente, enzima-substrato. Seguidamente, o anel 
β-lactâmico é hidrolisado e forma-se uma nova ligação, covalente, entre a enzima e o 
substrato, originando um intermediário enzima-acilo. Com a desacilação deste 
intermediário há regeneração da enzima activa e ocorre libertação do antibiótico inactivo 
(Sanders, 1989). 
A maioria das β-lactamases hidrolisa o anel β-lactâmico pela formação de um éster 
entre a serina do centro activo da enzima e esse anel. No entanto, algumas enzimas 
utilizam iões de zinco do centro activo para romper o anel β-lactâmico, sendo 
denominadas metalo-enzimas (Livermore, 1995; Bush, 1998) 
As β-lactamases localizam-se principalmente no espaço periplasmático, aptas a 
interceptar os β-lactâmicos que entram na célula bacteriana (Du Bois et al., 1995), 
podendo ocorrer alguma libertação extracelular de β-lactamases (Livermore, 1995). 
 
 
6.4.2. CLASSIFICAÇÃO DAS β-LACTAMASES 
 
A grande diversidade de β-lactamases, suas propriedades e a constante descoberta 
de novas enzimas, têm dificultado a sua classificação. Assim, foram propostas várias 
classificações, umas baseadas em características cinéticas e bioquímicas das enzimas, 
outras com uma base molecular. 
As classificações das β-lactamases de Ambler (Ambler, 1980) e de Bush-Jacoby-
Medeiros (Bush et al., 1995) são consideradas as mais importantes.  
A classificação molecular das β-lactamases foi proposta por Ambler (1980) quando 
apenas se conheciam quatro sequências de aminoácidos de β-lactamases. Existia 
apenas uma classe de enzimas com centro activo de serina, as β-lactamases de classe 
A, que incluía a penicilinase PC1 de Staphylococcus aureus. A classe B era constituída 
pela metalo-β-lactamase de Bacillus cereus. Posteriormente, esta classificação foi 
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completada com a inclusão de cefalosporinases de Classe C (Jaurin & Grundstrom, 
1981) e de oxacilinases, de classe D (Ouellette et al., 1987; Huovinen et al., 1988).  
As classes moleculares A, C e D compreendem grupos distintos de enzimas, mas 
todas apresentam centro activo de serina, enquanto a classe B inclui as metalo-β-
lactamases que apresentam iões de zinco no centro activo (Livermore, 1995). 
A classificação das β-lactamases de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995) 
baseia-se nas características funcionais das enzimas e na correlação com as respectivas 
estruturas moleculares. Nesta classificação as β-lactamases são agrupadas de acordo 
com a classe molecular a que pertencem, com a afinidade para os substratos 
benzilpenicilina, cefaloridina, carbenicilina, cloxacilina ou oxacilina, cefalosporinas de 
terceira geração ou aztreonamo e imipenemo e pela inibição pelo ácido clavulânico ou 
pelo EDTA. Assim, é constituída por quatro grupos principais de enzimas, definidos pelos 
perfis de substratos e inibidores (quadro I). 
 O grupo 1 compreende cefalosporinases fracamente inibidas pelo ácido clavulânico, 
mas muitas vezes inibidas por baixas concentrações de aztreonamo ou cloxacilina. 
 O grupo 2 inclui as penicilinases, cefalosporinases e β-lactamases de espectro 
hidrolítico alargado, geralmente inibidas por inibidores direccionados ao centro activo 
destas enzimas e que pertencem às classes moleculares A e D de Ambler. Este grupo 
compreende uma grande variedade de enzimas que se distribuem por vários subgrupos. 
O subgrupo 2a engloba as penicilinases clássicas de bactérias de Gram positivo 
inibidas pelo ácido clavulânico. 
O subgrupo 2b contém enzimas que hidrolisam as penicilinas e cefalosporinas sendo 
inibidas pelo ácido clavulânico. 
O subgrupo 2be é formado pelas β-lactamases de espectro alargado, enzimas com 
capacidade hidrolítica sobre penicilinas e cefalosporinas clássicas, e inibidas pelo ácido 
clavulânico. Hidrolisam a ceftazidima, cefotaxima e aztreonamo a uma taxa superior a 
10% que a benzilpenicilina. 
O subgrupo 2br é constituído por β-lactamases derivadas estruturalmente do grupo 2b 
com reduzida afinidade para os inibidores das β-lactamases. 
O subgrupo 2c inclui enzimas que hidrolisam a carbenicilina a uma taxa superior a 
60% que a de benzilpenicilina e que hidrolisam a cloxacilina, ou a oxacilina, a uma taxa 
inferior a 50% que a de benzilpenicilina. 
O subgrupo 2d inclui enzimas que hidrolisam a cloxacilina, ou a oxacilina, a uma taxa 
superior a 50% à que hidrolisam a benzilpenicilina. Também engloba enzimas que 
hidrolisam a carbenicilina. Estas enzimas não são tão facilmente inibidas pelo ácido 
clavulânico como a maioria das β-lactamases do grupo 2. 
O subgrupo 2e é constituído por cefalosporinases que hidrolisam bem a cefotaxima 
mas às quais falta uma boa actividade na hidrólise da penicilina e que são inibidas pelo 
ácido clavulânico. 
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O subgrupo 2f engloba β-lactamases que hidrolisam carbapenemos e são fracamente 
inibidas pelo ácido clavulânico. 
O grupo 3 é constituído por metalo-β-lactamases que hidrolisam penicilinas, 
cefalosporinas e carbapenemos e que são fracamente inibidas pelos inibidores clássicos 
das β-lactamases, tais como o ácido clavulânico, o tazobactam ou o sulbactam. São 
inibidas pelo EDTA e p-cloromercuribenzoato.  
O grupo 4 é constituído por penicilinases que não são inibidas pelo ácido clavulânico 
(Bush et al., 1995). 
 
 
Quadro I. Classificação das β-lactamases de Bush-Jacoby-Medeiros (adaptado de Bush et al., 
1995). 
 
Inibição 
com Grupos 
Classe 
molecular 
Substratos preferidos 
ACa EDTA 
Enzimas representativas 
1 C Cefalosporinas – – 
AmpC das bactérias de 
Gram negativo; MIR-1 
2a A Penicilinas + – 
Penicilinases de bactérias  
de Gram positivo 
2b A Penicilinas, cefalosporinas + – TEM-1; TEM-2; SHV-1 
2be A 
Penicilinas, cefalosporinas, 
monobactâmicos 
+ – 
TEM-3 a TEM-26; SHV-2 a 
SHV-6;Klebsiella oxytoca K1 
2br A Penicilinas ± – TEM-30 a TEM-36; TRC-1 
2c A Penicilinas, carbenicilina + – PSE-1; PSE-3; PSE-4 
2d D Penicilinas, cloxacilina ± – OXA-1 a OXA-11;  
PSE-2 (OXA-10) 
2e A Cefalosporinas + – 
Cefalosporinases indutíveis 
de Proteus vulgaris 
 
 
2 
2f A 
Penicilinas, cefalosporinas, 
carbapenemos 
+ – 
NMC-A de Enterobacter 
cloacae, Sme-1 de  
Serratia marcescens 
3 B 
Maioria dos β-lactâmicos, 
incluindo carbapenemos 
 
– 
 
+ 
L1 de Xanthomonas  
maltophilia, CcrA de 
Bacteroides fragilis 
4 NDb Penicilinas – ? 
Penicilinase de 
Pseudomonas cepacia 
 
aAC, Ácido Clavulânico; bND, Não Determinado. 
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Globalmente, existe boa correspondência entre as classes definidas na classificação 
fenotípica de Bush-Jacoby-Medeiros e as reconhecidas no esquema molecular, excepto 
no facto de o grupo 2d incluir algumas β-lactamases de classe A de actinomicetes assim 
como todas as de classe D de bacilos de Gram negativo (Livermore, 1995). 
Presentemente, classificam-se as β-lactamases de acordo com a sua sequência 
nucleotídica (Livermore, 1995; Bush et al., 1995). Esta classificação molecular é mais 
estável, porque reflecte relações fundamentais e não pode ser distorcida por mutações. 
Além disso, actualmente, a classificação baseada na sequência nucleotídica reconhece 
apenas quatro classes moleculares (Livermore, 1995). 
 
 
6.4.2.1. β-LACTAMASE AmpC 
 
A β-lactamase AmpC inclui-se na classe C de Ambler (Ambler, 1980), grupo 1 da 
classificação de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995).  
Esta β-lactamase é codificada pelo gene ampC (Lodge et al., 1990) cuja expressão 
ocorre de forma constitutiva ou indutível. A produção desta enzima em estirpes selvagens 
ocorre, normalmente, em níveis baixos.  
Em algumas espécies da família Enterobacteriaceae, assim como em P. aeruginosa, 
estas enzimas são induzidas quando expostas a alguns agentes β-lactâmicos (Livermore 
& Williams, 1996; Jones et al., 1997). Assim, a β-lactamase AmpC inactiva a maioria das 
penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos (aztreonamo) que induzem a sua 
expressão (Livermore, 1995; Poole, 2004). 
A ocorrência de mutações em genes de controlo da expressão do gene ampC podem 
determinar uma produção desreprimida da enzima (Lodge & Piddock, 1991; Bennet & 
Chopra, 1993). A desrepressão da AmpC de P. aeruginosa é normalmente parcial, ou 
seja, o nível basal da enzima é mais elevado do que na maioria das estirpes, mantendo 
ainda um potencial de indução (Livermore, 1982; Williams et al., 1984; Sanders & 
Sanders, 1992). 
 Os carbapenemos são fortes indutores e estáveis à hidrólise pela AmpC (Livermore & 
Yang, 1987) e, por isso, permanecem activos independentemente do nível de expressão 
desta β-lactamase. O grau de indução de ampC é dependente do β-lactâmico indutor e 
da sua concentração (Minami et al., 1980; Sanders & Sanders, 1985; Curtis et al., 1986; 
Farmer & Reading, 1987).  
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6.4.2.2. METALO-β-LACTAMASES 
 
As metalo-β-lactamases são enzimas da classe B de Ambler (Ambler, 1980), grupo 3 
da classificação de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995).  
   São enzimas que possuem a mesma estrutura tridimensional, com resíduos 
conservados que coordenam iões metálicos, geralmente dois iões de zinco (Murphy et 
al., 2003). Estes iões funcionam como cofactor para a actividade catalítica, pois 
coordenam moléculas de água que servem de nucleofilos hidrolisando a ligação amida 
cíclica do anel β-lactâmico, tornando desta forma o antibiótico inactivo biologicamente 
(Walsh et al., 2003). 
As metalo-β-lactamases caracterizam-se pela eficiente capacidade de hidrolisar os 
carbapenemos, enquanto a ticarcilina e o aztreonamo são substratos fracamente 
hidrolisáveis. Algumas metalo-β-lactamases conseguem também inactivar a maioria dos 
antibióticos β-lactâmicos, mesmo cefalosporinas de largo espectro (Bush et al., 1995; 
Rasmussen & Bush, 1997; Bush, 1998; Livermore & Woodford, 2000). Não são inibidas 
pelos inibidores convencionais das β-lactamases serínicas, como o ácido clavulânico, o 
tazobactam e o sulbactam (Bush et al., 1995). No entanto, são inibidas por quelantes de 
iões metálicos, como o EDTA (Bush et al., 1995; Bush, 1998; Rasmussen & Bush, 1997). 
Neste sentido, as metalo-β-lactamases representam um problema de resistência à 
terapêutica disponível actualmente. Por outro lado, tem-se verificado um aumento da 
resistência aos carbapenemos causada pela produção de metalo-β-lactamases. 
A primeira metalo-β-lactamase foi identificada em meados dos anos 60 em Bacillus 
cereus (Sabath & Abraham, 1966). No entanto, em P. aeruginosa a primeira metalo-β-
lactamase foi descrita em 1991 (Watanabe et al., 1991), e posteriormente novos genes 
que codificam estas enzimas têm sido detectados em isolados clínicos importantes, 
nomeadamente dos géneros Pseudomonas e Acinetobacter, e espécies da família 
Enterobacteriaceae (Peleg et al., 2005). 
Actualmente, em P. aeruginosa são conhecidos quatro tipos de metalo-β-lactamases: 
IMP, imipenemase (Watanabe et al., 1991); VIM, Verona imipenemase (Lauretti et al., 
1999); SPM-1, São Paulo metalo-β-lactamase (Toleman et al., 2002) e GIM-1, German 
imipenemase (Castanheira et al., 2004).  
Mais recentemente, na Koreia foi detectado um novo tipo de metalo-β-lactamase, 
designado de SIM-1 em Acinetobacter baumannii (Lee et al., 2005). 
As metalo-β-lactamases IMP e VIM apresentam grande distribuição geográfica, sendo 
mais frequentes, no Sudeste Asiático e Europa, respectivamente. Por outro lado, a 
metalo-β-lactamases SPM-1 foi detectada no Brasil enquanto a GIM-1 foi descrita na 
Alemanha. 
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6.4.2.2.1. METALO-β-LACTAMASE IMP 
 
No Japão, em 1991 Watanabe e colaboradores descreveram uma metalo-β-
lactamase, produzida por uma estirpe clínica de P. aeruginosa resistente ao imipenemo e 
cefalosporinas de espectro alargado. Esta enzima foi caracterizada bioquimicamente, 
mas não sequenciada e denominada, contudo os resultados experimentais indicam que 
seria IMP-1 (Livermore & Woodford, 2000). Em 1994, a enzima IMP-1 foi formalmente 
sequenciada e encontrada em isolados de Serratia marcescens colhidos em 1991 no 
Japão (Osano et al., 1994). 
Após a primeira publicação da metalo-β-lactamase IMP-1, foram descritas novas 
variantes alélicas do gene blaIMP, blaIMP-1 a blaIMP-23 (Jacoby & Bush, 2006) identificadas 
sobretudo em isolados clínicos de P. aeruginosa (Walsh et al., 2005). 
A metalo-β-lactamase IMP-1 foi descrita principalmente no Japão, disseminada em 
vários hospitais (Watanabe et al., 1991; Senda et al., 1996a; Senda et al., 1996b; Shibata 
et al., 2003; Jones et al., 2005; Kimura et al., 2005) onde se estima que cerca de 1,3% 
das estirpes de P. aeruginosa produzam esta enzima (Kurokawa et al., 1999). 
Adicionalmente, no Japão foram descritas em P. aeruginosa, as metalo-β-lactamase 
IMP-2 (Shibata et al., 2003), IMP-10 (Iyobe et al., 2002; Shizuko et al., 2002) e IMP-11 
(Walsh et al., 2005). 
 As metalo-β-lactamases do tipo IMP foram também descritas noutros países Asiáticos, 
nomeadamente, na China [IMP-1 (Wang & Mi, 2004) e IMP-9 (Nordmann & Poirel, 2002)] 
e Singapura [IMP-1 (Koh et al., 2004)]. Adicionalmente, a metalo-β-lactamase IMP-7 foi 
detectada na Malásia (Ho et al., 2002) e na Tailândia (Nordmann & Poirel, 2002).     
 Em Itália, foram observadas em isolados clínicos de P. aeruginosa as enzimas IMP-1 
(Laraki et al., 1999) e IMP-13 (Toleman et al., 2003; Toleman et al., 2005; Pagani et al., 
2005). 
 No continente Americano, designadamente no Brasil foram descritas as metalo-β-
lactamases IMP-1 (Castanheira et al., 2003) e IMP-16 (Mendes et al., 2004); no Canadá a 
IMP-7 (Gibb et al., 2002; Jones et al., 2005) e no Novo México a IMP-18 (Hanson, 2004). 
    Peleg e colaboradores (2004) verificam também a disseminação da metalo-β-
lactamase IMP-4 na Austrália. 
 
 
6.4.2.2.2. METALO-β-LACTAMASE VIM 
 
Actualmente são conhecidas 13 variantes de metalo-β-lactamases do tipo VIM, VIM-1 
a VIM-13 (Jacoby & Bush, 2006) descritas em P. aeruginosa e noutras espécies isoladas 
sobretudo na Europa, mas também no continente Americano e Sudeste Asiático, 
revelando elevada distribuição geográfica.   
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A metalo-β-lactamase VIM-1 foi descoberta num isolado clínico de P. aeruginosa 
colhido em Itália (Lauretti et al., 1999). Posteriormente ocorreram surtos infecciosos 
provocados por P. aeruginosa produtora desta metalo-β-lactamase em Itália (Cornaglia et 
al., 2000) e na Grécia (Tsakris et al., 2000). 
A metalo-β-lactamase VIM-2 foi inicialmente identificada num isolado de P. aeruginosa 
colhido em 1996 de uma doente neutropénica hospitalizada em Marseille, França (Poirel 
et al., 2000). Este isolado apresentava resistência à maioria dos β-lactâmicos, incluindo 
ceftazidima, cefepima, meropenemo e imipenemo, excepto ao aztreonamo (Poirel et al., 
2000). Posteriormente, em França, o gene blaVIM-2 foi detectado por outros investigadores 
(Poirel et al., 2001; Nordmann & Poirel, 2002; Aubron et al., 2005). 
Cardoso e colaboradores (1999) descreveram três isolados de P. aeruginosa 
resistentes ao imipenemo responsáveis por infecções urinária e do tracto respiratório 
inferior em doentes internados no Hospital do Vale de Sousa, norte de Portugal. Nestes 
três isolados e noutro colhido de um doente de ambulatório foi detectada a metalo-β-
lactamase VIM-2 (Cardoso et al., 2002). 
Mais recentemente em Portugal, foram descritos isolados clínicos produtores da 
metalo-β-lactamase VIM-2 colhidos no Centro Hospitalar de Coimbra (Pena et al., 2005; 
Pena et al., 2006), Hospitais da Universidade de Coimbra (Quinteira et al., 2005) e no 
Hospital Infante D. Pedro em Aveiro (Carvalho et al., 2005). 
Outros estudos efectuados em isolados de P. aeruginosa demonstraram a emergência 
da metalo-β-lactamase VIM-2 na Europa, sobretudo em Itália (Rossolini et al., 2000; 
Lagatolla et al., 2004), mas também na Grécia (Mavroidi et al., 2000; Pallecchi et al., 
2001; Giakkoupi et al., 2003; Pournaras et al., 2003), Espanha (Prats et al., 2002), 
Croácia (Sardelic et al., 2003) e Polónia (Walsh et al., 2003).  
 Um outro foco da enzima VIM-2 encontra-se no Sudeste Asiático, nomeadamente no 
Japão (Nishio et al., 2004, Kimura et al., 2005), China (Wang et al., 2006) e Koreia (Lee 
et al., 2002; Kim et al., 2005). 
De referir que a metalo-β-lactamase VIM-2 foi também encontrada no continente 
Americano, designadamente no Brasil (Mendes et al., 2004b; Sader et al., 2005), Canadá 
(Laupland et al., 2005), Chile (Mendes et al., 2004b), Venezuela (Mendes et al., 2004b) e 
Colômbia (Villegas et al., 2006). 
Em P. aeruginosa encontram-se descritas outras variantes de VIM, a saber, VIM-3 na 
Tailândia (Yan et al., 2001); VIM-4 na Polónia (Patzer et al., 2004) e Grécia (Pounaras et 
al., 2002; Pournaras et al., 2003); VIM-5 na Turquia (Bahar et al., 2004); VIM-7 nos 
Estados Unidos da América (Toleman et al., 2004); VIM-8 na Colômbia (Crespo et al., 
2004), VIM-9 e VIM-10 no Reino Unido (Walsh et al., 2005) e VIM-11 na Argentina 
(Pasteran et al., 2005). 
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6.4.2.2.3. METALO-β-LACTAMASE SPM 
 
Toleman e colaboradores (2002) identificaram e caracterizaram a nível molecular uma 
nova metalo-β-lactamase distinta dos tipos IMP e VIM, designada SPM-1. Esta metalo-β-
lactamase foi identificada numa estirpe clínica de P. aeruginosa (designada clone SP) 
causadora de infecção urinária numa doente em São Paulo, Brasil. 
 Estudos posteriores foram desenvolvidos em isolados de P. aeruginosa resistentes 
aos carbapenemos colhidos em diversos hospitais brasileiros com o objectivo de avaliar a 
disseminação do gene blaSPM-1 (Gales et al., 2003). A enzima SPM-1 foi detectada em 15 
isolados que apresentaram um perfil genético idêntico ao clone SP, associado à 
resistência aos β-lactâmicos de largo espectro, incluindo aos carbapenemos. O facto dos 
isolados produtores de SPM-1 serem colhidos em sete hospitais localizados em cinco 
Estados sugere disseminação do clone SP (Gales et al., 2003). 
Outros investigadores verificaram também a disseminação do gene blaSPM-1 em 
isolados de P. aeruginosa brasileiros resistentes aos carbapenemos, nomeadamente no 
Hospital de São Paulo (Sader et al., 2004), em diferentes hospitais do Recife (Poirel et 
al., 2004) e em São Luís do Maranhão (Vieira et al., 2005).  
 
 
6.4.2.2.4. METALO-β-LACTAMASE GIM 
 
Estudos realizados em cinco isolados de P. aeruginosa colhidos num hospital em 
Dusseldorf na Alemanha demonstraram a existência de uma nova metalo-β-lactamase 
designada de GIM-1 (Castanheira et al., 2004). Estes isolados apresentavam resistência 
aos β-lactâmicos, aminoglicosídeos e quinolonas sendo apenas susceptíveis à 
polimixina B.  
A tipagem genética dos cinco isolados de P. aeruginosa produtores de GIM-1, colhidos 
de diferentes doentes no mesmo hospital pertenciam a um único clone indicando um 
surto nosocomial (Castanheira et al., 2004). 
 
 
7. AMBIENTE GENÉTICO DAS METALO-β-LACTAMASES 
 
As metalo-β-lactamases são codificadas por genes bla que se podem encontrar em 
cassetes genéticas localizadas no cromossoma ou em plasmídios (Senda, 1996b; 
Lauretti et al., 1999). Adicionalmente, podem associar-se a integrões (Fluit & Schmitz, 
1999; Recchia & Hall, 1995; Bennett, 1999) ou ainda a transposões (Yatsuyanagi et al., 
2004a; Walsh et al., 2003), aumentando o potencial de disseminação das metalo-β-
lactamases (Arakawa et al., 1995; Poirel et al., 2000; Walsh et al., 2005). 
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7.1. INTEGRÕES  
 
Integrões são elementos que contêm determinantes genéticos de componentes de um 
sistema específico de recombinação, capaz de capturar e mobilizar genes inseridos em 
elementos móveis designados cassetes genéticas (Hall & Collis, 1995). Os componentes 
essenciais de um integrão incluem o gene int que codifica uma integrase, o local 
adjacente de recombinação attI reconhecido pela integrase (Hall & Collis, 1995). A 
integrase IntI é uma recombinase sítio-específica responsável pela inserção das cassetes 
genéticas no local de recombinação attI (Collis et al., 2002). 
Os integrões não incluem necessariamente cassetes genéticas, mas quando estão 
integradas fazem parte do integrão (Fluit & Schmitz, 1999). A expressão das cassetes 
genéticas depende do promotor do integrão, PANT (Fluit & Schmitz, 1999). As cassetes 
genéticas são elementos móveis que incluem um gene, que pode codificar resistência 
aos agentes antimicrobianos, e um local de recombinação específico da integrase 
denominado “elemento de 59 pares de bases” (59-be) (Hall & Collis, 1995; Recchia & 
Hall, 1995). As cassetes genéticas podem existir na forma livre circular, mas 
normalmente são sequências lineares integradas no attI fazendo parte de um integrão 
(Hall & Collis, 1995; Recchia & Hall, 1995).  
A ausência de promotores nas cassetes genéticas torna a expressão dos genes 
dependente do promotor PANT localizado no integrão, a montante do local de inserção das 
cassetes genéticas (Collis & Hall, 1995; Hall & Collis, 1995; Fluit & Schmitz, 1999; Collis 
et al., 2002). 
Os integrões de classe 1 contêm, a montante das cassetes genéticas inseridas, um 
segmento 5’ conservado (5’-CS) idêntico que inclui o gene da integrase intI1, o local de 
recombinação da cassete attI1 e o promotor PANT (Fluit & Schmitz, 1999). O segmento 3’ 
conservado (3’-CS) é constituído pelo gene sul1 que codifica resistência às sulfonamidas, 
o gene qacEΔ1 que confere resistência a compostos de amónio quaternário e duas open 
reading frames, orf5 e orf6, que codificam proteínas de função desconhecida (Bennett, 
1999). 
Nos integrões de classe 1, a região promotora PANT contem dois potenciais 
promotores, denominados P1 e P2, que se localizam na região 5’-CS. Foram descritos 
quatro tipos do promotor P1, que diferem na força de expressão e dois tipos de 
promotores P2 provavelmente inactivos (Fluit & Schmitz, 1999). 
A expressão dos genes de resistência aos antibióticos depende também da posição da 
cassete genética no integrão. Assim, o nível de resistência conferido é tanto maior quanto 
mais próximo a cassete genética se encontrar do PANT e mais reduzido quando a cassete 
genética se encontrar a jusante de uma ou mais cassetes genéticas (Collis & Hall, 1995). 
Os integrões de classe 1 foram detectados sobretudo em isolados clínicos de Gram 
negativo, incluindo P. aeruginosa, associados a cassetes genéticas que expressam 
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resistência a diversos grupos de antibióticos (Martinez-Freijo et al., 1998; Fluit & Schmitz, 
2004), nomeadamente aos β-lactâmicos e aos aminoglicosídeos, restringindo as opções 
terapêuticas (Poirel & Nordmann, 2002; Walsh, 2005). 
Em isolados clínicos de P. aeruginosa, diversos autores descreveram os genes bla em 
cassetes genéticas localizadas em integrões de classe 1 (Castanheira et al., 2004; 
Mendes et al., 2004; Kimura et al., 2005; Walsh, 2005; Quinteira et al., 2005; Quinteira & 
Peixe, 2006; Villegas et al., 2006). 
 
 
8. EPIDEMIOLOGIA DE METALO-β-LACTAMASES 
 
O aumento da resistência aos antibióticos de largo espectro em isolados clínicos 
importantes, particularmente em P. aeruginosa, e a ausência de novos agentes 
antimicrobianos activos, é preocupante tendo em vista o futuro da terapêutica 
antimicrobiana (Rossolini & Mantengoli, 2005). 
Diversos estudos descrevem a emergência de metalo-β-lactamases como sendo um 
factor determinante no aumento da resistência aos agentes antimicrobianos em diversas 
Unidades Hospitalares (Pournaras et al., 2003; Lagatolla et al., 2004; Walsh et al., 2005). 
As bactérias de Gram negativo produtoras de metalo-β-lactamases estão entre os 
microrganismos nosocomiais patogénicos mais importantes (Bush, 1998).  
As metalo-β-lactamases representam um risco epidemiológico sobretudo porque 
conferem resistência não apenas aos carbapenemos, mas também aos outros 
β-lactâmicos com excepção do aztreonamo (Bush et al., 1995; Rasmussen & Bush, 1997; 
Bush, 1998; Livermore & Woodford, 2000). Adicionalmente, os genes bla são com 
frequência associados a genes que codificam para a resistência a outros grupos de 
antibióticos, geralmente aos aminoglicosídeos (Poirel & Nordmann, 2002; Quinteira et al., 
2005; Walsh, 2005). De referir que a grande maioria dos genes que codificam as metalo-
β-lactamases encontram-se em cassetes genéticas inseridas em integrões de classe 1 
que podem disseminar-se horizontalmente entre estirpes diferentes causando surtos 
nosocomiais (Giakkoupi et al., 2003; Pournaras et al., 2003, Luzzaro et al., 2004). 
Considerando o perfil de substratos das metalo-β-lactamases, é compreensível que a 
sua disseminação em microrganismos patogénicos seja extremamente preocupante. A 
contaminação cruzada é a forma mais frequente de transmissão de todas as infecções 
nosocomiais (Edmond et al., 2000). As mãos e luvas contaminadas do pessoal clínico 
constituem formas de transmissão de P. aeruginosa de doente para doente (Ozkurt et al., 
2005). Neste sentido, medidas de prevenção de contaminação cruzada devem ser 
cumpridas, como a lavagem e desinfecção das mãos, luvas e equipamento médico, 
isolamento de doentes, e se possível, redução do tempo de internamento hospitalar 
(Ozkurt et al., 2005; Villegas et al., 2006). 
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No meio hospitalar a detecção e tipagem molecular de isolados produtores de metalo-
β-lactamases permite estabelecer a origem destes isolados no ambiente hospitalar e a 
forma de disseminação conduzindo à implementação de medidas adequadas para 
prevenir a disseminação destes microrganismos patogénicos (Lagatolla et al., 2004).  
Existem várias técnicas de tipagem molecular disponíveis para analisar a relação 
clonal entre isolados. O método RAPD (Random Amlified Polymorphic DNA) tem sido 
utilizado com frequência na tipagem de isolados de P. aeruginosa (Renders et al., 1996; 
Mahenthiralingam et al., 1996; Campbell et al., 2000; Giakkoupi et al., 2003; Lagatolla et 
al., 2004; Ortiz-Herrera et al., 2004). Este método apresenta elevada especificidade, 
reprodutividade, rapidez e simplicidade (Renders et al., 1996; Campbell et al., 2000; 
Menon et al., 2003) pelo que é extremamente útil em estudos epidemiológicos de 
isolados de P. aeruginosa. 
A escolha da terapêutica antimicrobiana empírica deve basear-se na avaliação da 
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos resultante de estudos de vigilância locais 
actualizados (Rossolini & Mantengoli, 2005). Por outro lado, para que os antibióticos 
sejam utilizados adequadamente é necessário o conhecimento dos mecanismos de 
resistência envolvidos e como estes responderão à pressão selectiva exercida por 
diferentes grupos de antibióticos (Hancock et al., 1998). 
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1. Determinar a susceptibilidade de isolados clínicos de P. aeruginosa (n=136) 
resistentes ao imipenemo a diversos grupos de antibióticos, nomeadamente, 
outros β-lactâmicos, aminoglicosídeos e fluoroquinolonas. 
 
2. Pesquisar os genes que codificam as metalo-β-lactamases IMP, VIM, SPM e GIM, 
nos isolados clínicos de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo. 
 
3. Verificar a localização genética dos genes que codificam as metalo-β-lactamases, 
designadamente em integrões de classe 1. 
 
4. Estudar a relação clonal entre os isolados produtores de metalo-β-lactamases. 
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1. ORIGEM DOS ISOLADOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa 
 
Neste trabalho foram estudados 136 isolados clínicos resistentes ao imipenemo 
seleccionados a partir de 773 isolados de P. aeruginosa, colhidos entre Abril de 2003 e 
Abril de 2005 de doentes hospitalizados e de ambulatório em diversas Unidades do 
Centro Hospitalar de Coimbra.  
No Laboratório de Microbiologia do Centro Hospitalar de Coimbra efectuou-se o 
isolamento, identificação e determinação da susceptibilidade a diversos agentes 
antimicrobianos dos referidos isolados de P. aeruginosa através do sistema automatizado 
MicroScan WalkAway (Dadebehring) permitindo a selecção dos 136 isolados de 
P. aeruginosa resistentes ao imipenemo. 
As estirpes foram isoladas de vários produtos biológicos, nomeadamente, 
expectoração; exsudatos de ferida, escara e meato; urina; secreções; aspirados traqueal 
e brônquico; sangue; ponta de dreno; cateter; líquidos abdominal e peritonial e lavado 
brônquico. Adicionalmente, para cada isolado procedeu-se ao registo da data de colheita, 
Unidade Hospitalar, idade e sexo do doente.  
 De referir que neste estudo apenas se incluiu uma amostra de cada indivíduo e foram 
excluídas as amostras provenientes de doentes com diagnóstico de fibrose quística. 
 
 
2. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS 
 
No Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Farmácia da Universidade de 
Coimbra as 136 amostras de P. aeruginosa seleccionadas foram novamente isoladas em 
caixa de gelose MacConkey e incubados a 37ºC durante 18 horas.  
A partir de colónias puras procedeu-se à confirmação da identificação através de 
provas clássicas características desta espécie: aeróbios não fermentadores da glicose, 
crescimento a 42ºC e testes positivos da oxidase e da nitratase.  
Quando o teste da oxidase (Oxoid, Inglaterra) era positivo, procedeu-se à inoculação 
da seguinte bateria de meios: um tubo de gelose tripticase de soja (Oxoid, Inglaterra) 
inclinado; uma caixa de gelose tripticase de soja (Oxoid, Inglaterra); um tubo de Kligler 
(bioMérieux, France); um tubo de caldo nitratado (Merck, Alemanha) com tubo de 
Durhan; dois tubos de Hugh e Leifson (bioMérieux, França), um dos quais coberto com 
parafina estéril (bioMérieux, França). Os tubos e as caixas de gelose tripticase de soja 
foram incubados durante 18-24 horas a 37ºC e a 42ºC, respectivamente. 
Quando estes testes confirmavam a presença de P. aeruginosa procedeu-se ao 
congelamento inoculando um criotubo que continha 0,6 ml de caldo tripticase de soja 
(Oxoid, Inglaterra) de dupla força e 0,6 ml de glicerol (Merck, Alemanha) 30%.  
Nos casos em que surgiram dúvidas na identificação através das provas clássicas 
procedeu-se à identificação através de API 20 E e API 20 NE (bioMérieux, França). 
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3. DETERMINAÇÃO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE A AGENTES ANTIMICROBIANOS 
 
3.1. MÉTODO DE DIFUSÃO: TÉCNICA DE KIRBY-BAUER 
 
A susceptibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados de P. aeruginosa 
resistentes ao imipenemo foi determinada pela técnica de Kirby-Bauer.  
A partir de uma cultura bacteriana pura com 18-24 horas de incubação a 37ºC, 
preparou-se uma suspensão em água destilada estéril com uma turvação equivalente a 
0,5 da escala de McFarland. Embebeu-se nesta suspensão uma zaragatoa, e procedeu-
se à inoculação de placas de Petri, por espalhamento (sementeira em toalha) à superfície 
do meio de cultura, gelose Mueller Hinton (bioMérieux, França). Deixou-se secar o 
inóculo (nunca ultrapassando os 15 minutos) e aplicaram-se os discos impregnados com 
antibióticos na superfície do meio de cultura inoculado com o auxílio de uma pinça estéril. 
Os discos dos agentes antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) utilizados 
foram: imipenemo (10 μg), meropenemo (10 μg), aztreonamo (30 μg), cefepima (30 μg), 
ceftazidima (30 μg), piperacilina/tazobactam (100 μg/10 μg), amicacina (30 μg) e 
ciprofloxacina (5 μg).  
A concentração de cada antibiótico nos discos é estabelecida segundo as normas do 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005). 
A escolha dos antibióticos testados teve por base a utilização clínica e a importância 
como marcadores de resistência.  
As placas de Petri foram incubadas a 37ºC durante 18 horas. Após incubação, os 
diâmetros dos halos de inibição de crescimento foram medidos com uma craveira. 
O tamanho dos halos, expresso em mm, foi traduzido em susceptível, intermédio e 
resistente, de acordo com normas padronizadas (CLSI, 2005). 
De referir que na avaliação da actividade dos diferentes antibióticos consideraram-se 
os isolados intermédios como resistentes. 
 
 
3.2. MÉTODO DO E-TEST 
 
A metodologia do E-Test (Epsilon Test) é semelhante à descrita anteriormente, pois 
baseia-se também na difusão dos antibióticos, mas os discos são substituídos por tiras 
de plástico (tiras de E-Test: AB Biodisk, Solna, Suécia) impregnadas com um gradiente 
de concentração do antibiótico.  
Um dos lados da tira está calibrado com uma escala de concentração mínima inibitória 
[CMI (µg/ml)] e o outro lado da tira contém um gradiente contínuo de concentração de 
antibiótico que varia entre 0,002 a 32 µg/ml ou 0,016 a 256 µg/ml, dependendo do 
antibiótico testado. 
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A preparação do inóculo e inoculação das placas foram efectuadas segundo a técnica 
de Kirby-Bauer. As tiras foram aplicadas sobre gelose de Mueller-Hinton (bioMérieux, 
França) inoculada com a bactéria em estudo evitando a formação de bolhas.  
Após incubação a 37ºC durante 18-24 horas observou-se uma elipse de inibição do 
crescimento microbiano. A CMI foi lida onde o vértice da elipse interceptava a tira de 
E-Test.  
As CMIs foram determinadas para os seguintes antibióticos β-lactâmicos: imipenemo, 
meropenemo, aztreonamo, ceftazidima e piperacilina. 
Salienta-se que na avaliação da actividade dos antibióticos referidos consideraram-se 
os isolados intermédios como resistentes. 
 
 
4. DETECÇÃO DE METALO-β-LACTAMASES  
 
4.1. PESQUISA FENOTÍPICA: TESTE DE SINERGISMO DO DUPLO DISCO IMIPENEMO-EDTA 
 
Atendendo ao facto da actividade enzimática das metalo-β-lactamases ser inibida por 
agentes quelantes como o EDTA, procedeu-se à triagem dos isolados de P. aeruginosa 
resistentes ao imipenemo utilizando o teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-
EDTA. 
Este teste foi efectuado pela técnica de Kirby-Bauer, em que sobre a gelose de 
Mueller-Hinton (bioMérieux, France) inoculada com a bactéria em estudo se aplicaram 
dois discos de imipenemo, um dos quais impregnado com 10 μl de EDTA 750 μg/ml 
(Yong et al., 2002). 
Após incubação a 37ºC durante 18-24 horas o diâmetro dos halos de inibição dos 
discos de imipenemo com e sem EDTA foram medidos e comparados.  
Considerou-se como critério de positividade o aumento igual ou superior a 7 mm do 
diâmetro do halo de inibição do disco de imipenemo em que se aplicou 10 μl de EDTA 
750 μg/ml (Yong et al., 2002). 
 
 
    4.2. PESQUISA GENOTÍPICA  
 
Os isolados de P. aeruginosa cujo teste de detecção fenotípica de metalo-β-
lactamases se revelou positivo, constituem potenciais produtores destas enzimas, pelo 
que foram seleccionados para se proceder à pesquisa dos genes bla. Adicionalmente, 
estes genes também foram pesquisados em isolados cuja diferença entre os diâmetros 
dos halos de inibição obtidos pelo teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA 
se situava entre 5 e 6 mm. 
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4.2.1. EXTRACÇÃO DE DNA TOTAL POR FERVURA 
     “BOILING METHOD” -  ADAPTADO DO MÉTODO DE SAMBROOK E COLABORADORES (1989) 
 
Para a execução deste método semearam-se os isolados em gelose tripticase de soja 
(Oxoid, Inglaterra) e incubaram-se a 37ºC durante 18-24 horas. Com uma ansa de 1 μl 
estéril de plástico raspou-se um pouco da massa bacteriana superficial para um tubo 
eppendorf que continha 20 μl de uma solução de SDS (0,25%) e NaOH 0,05 M em partes 
iguais. Incubou-se o tubo no banho de água a 95ºC durante 15 minutos, ocorrendo lise 
celular. Adicionaram-se 180 μl de TE (Tris, 10 mM; EDTA, 1 mM; pH 8) estéril e misturou-
se. Posteriormente centrifugou-se durante 3 minutos a 12000 g e recolheu-se o 
sobrenadante para um novo tubo eppendorf estéril. Conservou-se no congelador para 
posterior utilização nas reacções de amplificação em cadeia (PCR). 
 
 
4.2.2. AMPLIFICAÇÃO DE GENES POR PCR 
 
4.2.2.1. DETECÇÃO DE GENES bla 
 
Nas reacções de PCR utilizou-se o DNA total extraído dos isolados de P. aeruginosa 
cujo teste de detecção fenotípica de metalo-β-lactamases se revelou positivo e de 
isolados cuja diferença entre os diâmetros dos halos de inibição obtidos pelo teste de 
sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA se situava entre 5 e 6 mm. 
No quadro II encontram-se descritos os primers específicos utilizados na detecção dos 
genes blaIMP, blaVIM, blaSPM e blaGIM, que codificam as metalo-β-lactamases VIM, IMP, SPM 
e GIM, respectivamente. 
As reacções de amplificação para pesquisa dos genes blaIMP e blaVM foram efectuadas 
num volume final de 25 μl constituído por 22,0 μl de Mix (PCR SuperMix, Invitrogen, 
Carlsbad CA), 0,5 μl de amostra de DNA e 1,25 μl de cada primer (0,5 μM de 
concentração no volume final). Adicionalmente, foram efectuados dois controlos em que 
na mistura reaccional o DNA das amostras foi substituído por DNA que amplificava com 
os primers blaVIM (controlo positivo) e água estéril (controlo negativo). Os tubos com as 
misturas reaccionais foram colocados no termociclador MasterCycler (Eppendorf) 
programado com as condições de amplificação das metalo-β-lactamases IMP/VIM 
descritas no quadro III. No final os tubos foram arrefecidos para a temperatura de 4ºC. 
As reacções de amplificação para pesquisa do gene blaSPM foram efectuadas num 
volume final de 25 μl em que se adicionaram 22,0 μl de Mix (PCR SuperMix, Invitrogen, 
Carlsbad CA), 0,5 μl de amostra de DNA e 1,25 μl de cada primer (0,5 μM de 
concentração no volume final). Realizou-se também um controlo negativo em que na 
mistura reaccional o DNA das amostras foi substituído água estéril. Os tubos com as 
misturas reaccionais foram colocados no termociclador MasterCycler (Eppendorf) 
Material e Métodos 
 
 31
programado com as condições de amplificação da metalo-β-lactamases SPM descritas 
no quadro III. No final os tubos foram arrefecidos para a temperatura de 4ºC. 
 As reacções de amplificação para pesquisa do gene blaGIM foram efectuadas num 
volume final de 25 μl constituído por 22,0 μl de Mix (PCR SuperMix, Invitrogen, Carlsbad 
CA), 0,5 μl de amostra de DNA e 0,75 μl de cada primer (0,5 μM de concentração no 
volume final). Realizou-se também um controlo negativo em que na mistura reaccional o 
DNA das amostras foi substituído por água estéril. Os tubos com as misturas reaccionais 
foram colocados no termociclador MasterCycler (Eppendorf) programado com as 
condições de amplificação da metalo-β-lactamases GIM descritas no quadro III. No final 
os tubos foram arrefecidos para a temperatura de 4ºC. 
 Os produtos das reacções de PCR foram analisados por electroforese em gel de 
agarose (Agarose NA, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia). Dependendo 
do tamanho dos fragmentos a separar, os géis de agarose foram preparados com 
concentrações de 0,7% (blaVIM e blaGIM) ou 0,8% (blaIMP e blaSPM), em tampão TBE 1X (89 
mM Tris base (Merck, Alemanha), 89 mM ácido bórico (Sigma, EUA) e 2 mM EDTA 
(Biochrom KG Berlin, Alemanha) e com brometo de etídio (Amersham Pharmacia 
Biothech, Suécia) (0,5 μg/ml). 
Aplicaram-se 10 μl de DNA de cada produto resultante da reacção de PCR misturado 
com 2 μl de uma solução de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 25% 
e água q.b.p. 10 ml). 
A electroforese dos géis decorreu a 80 V durante 1 hora e 30 minutos a 2 horas, em 
tampão de corrida TBE 0,5X. 
O DNA amplificado foi visualizado num transiluminador de luz UV (Vilber Lourmat) de 
260 nm de comprimento de onda e fotografado com máquina fotográfica polaróide 
(Polaroid Gel Cam). 
O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados pela reacção de PCR foram 
estimado por comparação com a migração do marcador de DNA de peso molecular 
conhecido, 1 Kb DNA Ladder (Bioron). 
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Quadro II. Primers utilizados na detecção de genes de metalo-β-lactamases. 
 
GENE SEQUÊNCIA NUCLEOTÍDICA DO PRIMER 
TAMANHO 
DO AMPLICÃO (pb) 
REFERÊNCIA 
blaIMP 
 
 
    F1 (5´-CTACCGCAGAGTCTTTG-3´) 
R1 (5´-AACCAGTTTTGCCTTACCAT-3´) 
 
587 
Senda et al., 
1996b 
blaVIM 
 
F2 (5´-ACTCACCCCCATGGAGTTTT-3´) 
R2 (5´-ACGACTGAGCGATTTGTGTG-3´) 
 
815 
Cardoso et 
al., 2002 
blaSPM 
 
F3 (5´-CCTACAATCTAACGGCGACC -3´) 
R3 (5´-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3´) 
 
650 
Gales et al., 
2003 
blaGIM 
 
F4 (5´-AGAACCTTGACCGAACGCAG-3´) 
R4 (5´-ACTCATGACTCCTCACGAGG-3´) 
 
753 
Castanheira  
et al., 2004 
 
 
 
 
 
Quadro III. Condições de amplificação utilizadas na pesquisa de genes de metalo-β-lactamases. 
 
 
CONDIÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO 
 GENE 
(REFERÊNCIA)  
DESNATURAÇÃO 
INICIAL 
 
DESNATURAÇÃO 
 
HIBRIDAÇÃO 
 
EXTENSÃO 
 
EXTENSÃO 
 FINAL 
blaIMP e blaVIM 
 (Cardoso et 
al., 2002) 
 
 
94ºC 
2 minutos 
 
94ºC 
1 minuto 
 
 
55ºC 
1 minuto 
 
35 CICLOS 
 
 
72ºC 
3 minutos 
 
72ºC 
7 minutos 
 
blaSPM 
 (Gales et al., 
2003) 
 
95ºC 
5 minutos 
 
95ºC 
1 minuto 
 
 
40ºC 
1 minuto 
 
30 CICLOS 
 
 
68ºC 
1 minutos 
 
68ºC 
7 minutos 
 
blaGIM 
 (Toleman et 
al., 2002; Gales 
et al., 2003) 
 
95ºC 
5 minutos 
 
95ºC 
1 minuto 
 
 
40ºC 
1 minuto 
 
30 CICLOS 
 
 
68ºC 
1 minuto 
 
68ºC 
5 minutos 
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4.2.2.2. DETECÇÃO DE INTEGRÕES DE CLASSE 1 
 
Os genes bla têm sido detectados em cassetes genéticas inseridas em integrões de 
classe 1 (Lauretti et al., 1999; Poirel et al., 2000). 
Por este motivo, testaram-se primers específicos para a pesquisa de integrões de 
classe 1 em DNA extraído dos isolados nos quais se detectou o gene blaVIM-2 (quadro III).   
As reacções de amplificação por PCR para pesquisa integrões de classe 1 foram 
efectuadas num volume final de 25 μl em que se adicionaram 21,5 μl de Mix (PCR 
SuperMix, Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 μl de amostra de DNA e 1,25 μl de cada um dos 
primers (0,5 μM de concentração no volume final) 5´-CS (5´-GGC ATC CAA GCA GCA AG-
3´) e 3´-CS (5´-AAG CAG ACT TGA CCT GA-3´) (Lévesque et al., 1995). 
De referir que foram efectuados dois controlos em que na mistura reaccional o DNA 
das amostras foi substituído por: DNA extraído do isolado nº 9287 não produtor de VIM-2 
que amplificava com os primers testados (controlo positivo) e água estéril (controlo 
negativo). 
Os tubos com as misturas reaccionais foram colocados no termociclador MasterCycler 
(Eppendorf) com as seguintes condições de amplificação: desnaturação inicial de 5 
minutos a 94ºC; 35 ciclos de desnaturação a 94ºC durante 1 minuto, hibridação a 53ºC 
durante 1 minuto, extensão a 72ºC durante 8 minutos; e uma extensão final de 16 
minutos a 72ºC (Lévesque et al., 1995). No final os tubos foram arrefecidos para a 
temperatura de 4ºC. 
 
 
4.2.2.3. PESQUISA DE GENES blaVIM-2 EM  INTEGRÕES DE CLASSE 1 
 
Com o objectivo de verificar a inserção de genes blaVIM-2 em integrões de classe 1, 
após purificação com o kit MiniElute PCR Purification (Quiagen, Alemanha) seguindo o 
protocolo do fabricante, dos produtos amplificados com primers específicos para a 
pesquisa destes integrões efectuou-se uma nova reacção de amplificação por PCR com 
primers específicos para a detecção de gene blaVIM (quadro II). 
Neste sentido, as reacções de amplificação por PCR para pesquisa do gene blaVIM-2 
foram efectuadas num volume final de 25 μl em que se adicionaram 21,5 μl de Mix (PCR 
SuperMix, Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 μl da amostra de DNA (produto amplificado por 
com primers  5´-CS  e 3´-CS) e 1,25 μl de cada primer  (0,5 μM de concentração no 
volume final). 
Adicionalmente foram efectuados dois controlos em que na mistura reaccional o DNA 
das amostras foi substituído por: DNA que amplificava os primers (controlo positivo) e 
água estéril (controlo negativo). Procedeu-se à amplificação no termociclador 
MasterCycler (Eppendorf) com as seguintes condições: desnaturação inicial de 3 minutos 
Epidemiologia de metalo-β-lactamases em isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa resistentes ao imipenemo 
 
 
 34 
a 94ºC; 35 ciclos de desnaturação a 94ºC durante 1 minuto, hibridação a 58ºC durante 1 
minuto, extensão a 72ºC durante 2 minutos; e uma extensão final de 7 minutos a 72ºC 
(Cardoso et al., 2002). No final os tubos foram arrefecidos para a temperatura de 4ºC. 
A análise dos produtos amplificados foi efectuada de igual forma à descrita 
anteriormente para a pesquisa de genes bla (sub-capítulo 4.2.2.1. Detecção de genes 
bla). 
 
 
4.2.2.4. PURIFICAÇÃO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS POR PCR  
 
Os produtos amplificados por PCR destinados a sequenciação foram purificados com 
o kit MiniElute PCR Purification (Quiagen, Alemanha) seguindo o protocolo do fabricante, 
obtendo-se no final o amplicão purificado em 10 µl de água destilada estéril. 
 
 
4.2.2.5. SEQUENCIAÇÃO E ANÁLISE DE DNA 
  
As sequências nucleotídicas constituintes das duas cadeias de DNA resultantes dos 
produtos de PCR purificados, foram determinados através do Sequenciador automático 
de DNA ALF Express (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia), no Laboratório 
de Sequenciação e Análise de Fragmentos da Faculdade de Ciências de Lisboa. 
As sequências de nucleótidos foram analisadas com os programas BLAST acessível 
em http://wwwncbi.nlm.nih.gov/blast. 
 
 
5. TIPAGEM GENÉTICA POR RAPD (RANDOM AMLIFIED POLYMORPHIC DNA) 
 
5.1. EXTRACÇÃO DE DNA TOTAL PELO KIT AQUAPURE GENOMIC DNA ISOLATION  
 
Utilizou-se o Kit AquaPure Genomic DNA Isolation (BioRad, EUA) com o intuito de 
obter DNA total com pureza elevada necessária à tipagem genética dos isolados de 
P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase VIM-2. 
Semearam-se os isolados em gelose tripticase de soja (Oxoid, Inglaterra) e 
incubaram-se a 37ºC durante 18-24 horas.  
A partir destas culturas procedeu-se à extracção do DNA seguindo o protocolo do 
fabricante, cuja metodologia teve início com a lise das células seguida do tratamento com 
RNase, precipitação das proteínas, precipitação e hidratação do DNA. 
Para cada uma das culturas preparou-se uma suspensão bacteriana com 500 µl de 
soro fisiológico estéril num tubo estéril de 1,5 ml e colocou-se em gelo. Centrifugou-se 
durante 15 segundos a 13000 g para sedimentar as células. Removeu-se o sobrenadante 
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e adicionaram-se 300 µl de solução de lise (Genomic DNA lysis). Resuspenderam-se as 
células e incubou-se o tubo no banho de água a 80ºC para lisar as células. 
Adicionou-se 1,5 µl da solução RNase A 4 (mg/ml) às células lisadas. Misturou-se 
invertendo o tubo 25 vezes e incubou-se a 37ºC durante 45 minutos.  
Colocou-se o tubo à temperatura ambiente e adicionaram-se 100 µl da solução de 
precipitação de proteínas. Misturou-se por vortex durante 20 segundos. Centrifugou-se a 
13000 g durante 3 minutos. Quando as proteínas não formavam um sedimento compacto, 
misturava-se novamente no vortex durante 20 segundos, incubava-se em gelo durante 5 
minutos e centrifugava-se novamente a 13000 g durante 3 minutos. 
O protocolo continuou a ser seguido colocando o sobrenadante que incluia o DNA num 
tubo estéril de 1,5 ml que continha 300 µl de isopropanol (100%). Misturou-se invertendo 
o tubo suavemente 50 vezes. Centrifugou-se a 13000 g durante 1 minuto. O DNA 
formava um pequeno sedimento visível. Removeu-se o sobrenadante e secou-se o tubo 
em papel absorvente. Adicionaram-se 300 µl de etanol (70%) e inverteu-se o tubo 
diversas vezes para lavar o sedimento de DNA. Centrifugou-se a 13000 g durante 1 
minuto. Removeu-se cuidadosamente o etanol. Inverteu-se o tubo em papel absorvente e 
deixou-se evaporar o etanol à temperatura ambiente durante 15 minutos. 
Adicionaram-se 50 µl de solução de hidratação de DNA. Incubou-se a amostra em 
banho de água a 65ºC durante 5 minutos para acelarar a hidratação. Misturou-se por 
vortex durante 5 segundos. Centrifugou-se de forma a depositar a amostra no fundo do 
tubo.  
Conservaram-se as amostras de DNA à temperatura de -20ºC. 
 
 
5.2. RAPD  
 
O DNA total dos isolados de P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase VIM-2 
extraído pelo kit AquaPure Genomic DNA Isolation foi utilizado nas reacções de 
amplificação por PCR.  
Na metodologia RAPD utilizou-se o primer 272 (5´-AGCGGGCCAA-3´) específico para 
descriminar isolados de P. aeruginosa (Mahenthiralingam et al., 2000). 
Para a realização desta técnica utilizou-se o Kit Ready-To-Go RAPD Analysis Beads 
(Amersham Biosciences), em que os tubos que continham a mistura reaccional liofilizada 
foram hidratados com água, primer e o respectivo DNA. 
O volume final de cada reacção foi de 25 μl, constituído por 22,75 μl de água, 1,25 μl 
do primer 272 (0,5 μM de concentração no volume final) e 1 μl de amostra de DNA. 
Os tubos com as misturas reaccionais foram colocados no termociclador MasterCycler 
(Eppendorf) programado com as condições de amplificação descritas pelo fabricante do 
kit Amersham: desnaturação inicial a 95ºC durante 5 minutos seguida de 45 ciclos de 
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amplificação (desnaturação a 95ºC durante 1 minuto, hibridação a 36ºC durante 1 minuto, 
extensão a 72ºC durante 2 minutos) e uma extensão final a 72ºC durante 5 minutos. No 
final os tubos foram arrefecidos para a temperatura de 4ºC. 
 
 
5.3. ELECTROFORESE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS POR RAPD 
 
Os produtos das reacções de PCR foram analisados por electroforese em gel de 
agarose (Agarose NA, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia). Este gel foi 
preparado com concentração de 1,5%, em tampão TBE 1X e brometo de etídio (0,5 
μg/ml). 
Aplicaram-se 10 μl de DNA de cada produto resultante da reacção de PCR misturado 
com 2 μl de uma solução de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 25%, 
água q.b.p. 10 ml). 
A electroforese do gel decorreu a 80 V durante 2 horas, em tampão de corrida TBE 
0,5X.  
Os perfis de DNA obtidos foram visualizados num transiluminador de luz UV (Vilber 
Lourmat) de 260 nm de comprimento de onda e fotografados com máquina fotográfica 
polaróide (Polaroid Gel Cam). 
O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados pelas reacções de PCR foram 
estimados por comparação com a migração do marcador de DNA de peso molecular 
conhecido, 1 Kb DNA Ladder (Bioron). 
Os perfis RAPD obtidos foram analisados visualmente, sendo atribuída uma letra 
maiúscula indicativa do tipo de perfil RAPD (Campbell et al., 2000). Neste sentido, dois 
ou mais isolados foram considerados idênticos quando mostravam perfis de bandas 
iguais. Por outro lado, os isolados que apresentaram apenas uma banda mais intensa ou 
três bandas menos intensas de diferença foram considerados semelhantes e 
possivelmente muito relacionados (Campbell et al., 2000). 
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1. ORIGEM DOS ISOLADOS DE Pseudomonas aeruginosa 
 
Durante um período de dois anos (Abril de 2003 a Abril de 2005) do total de 773 
isolados de P. aeruginosa colhidos no Centro Hospitalar de Coimbra, foram 
seleccionados 136 (17,6%) isolados resistentes ao imipenemo.  
Dos 136 isolados clínicos estudados, 125 (91,9%) eram provenientes de doentes 
hospitalizados e 11 (8,1%) de doentes de ambulatório. A maior parte das amostras foram 
isoladas a partir da expectoração (49,3%), exsudatos (15,4%), aspirados (11,8%), urina 
(11,0%), sangue (2,9%) e de outros produtos biológicos (9,6%), designadamente 
secreções, líquido abdominal e fezes.  
As amostras com origem hospitalar foram isoladas a partir da expectoração (50,4%), 
exsudatos (15,2%), aspirados (12,8%), urina (8,8%), sangue (3,2%) e de outros produtos 
biológicos (9,6%), nomeadamente secreções, líquido abdominal e fezes. 
As amostras com origem em ambulatório foram isoladas a partir da expectoração 
(36,4%), urina (36,4%), exsudatos (18,1%) e um de lavado brônquico (9,1%). 
A distribuição dos isolados pelos diversos produtos biológicos encontra-se no 
Quadro IV. 
 
Quadro IV. Distribuição (%) dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo com origem 
hospitalar e de ambulatório pelos diferentes produtos biológicos. 
 
 
Distribuição (%) dos isolados por produtos biológicos (nº isolados)  
Origem 
 Expectoração Exsudatos Aspirados Urina Sangue Outros 
 
Hospitalar 
 
50,4 
 
15,2 
 
12,8 
 
8,8 
 
3,2 
 
9,6 
(n=125) 
 
(n=63) (n=19) (n=16) (n=11) (n=4) (n=12) 
Ambulatório 36,4 18,1 0 36,4 0 9,1 
(n=11) (n=4) (n=2) (n=0) (n=4) (n=0) (n=1) 
 
 
Os isolados pertenciam maioritariamente a indivíduos do sexo masculino (72,2%), 
existindo predominância em idades superiores a 40 anos (68,2%). Em relação aos 
isolados colhidos de indivíduos do sexo feminino (27,8%), verificou-se maior incidência 
em idades superiores a 60 anos (17,8%), enquanto dos 21 aos 40 anos não se obtiveram 
isolados. De referir que em doentes de ambos os sexos, a grande parte (51,9%) dos 
isolados foram colhidos do grupo etário dos 61 aos 80 anos. 
A figura 3 representa a distribuição (%) dos 136 isolados de P. aeruginosa colhidos de 
indivíduos dos sexos masculino e feminino pelos diversos grupos etários. 
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Figura 3. Distribuição (%) dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo em indivíduos 
dos sexos masculino e feminino pelos diversos grupos etários. 
 
 
2. IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS CLÍNICOS 
 
Em todos os isolados de P. aeruginosa seleccionados foi confirmada a identificação 
através de provas clássicas, observando-se as características desta espécie: teste 
positivo da oxidase e da nitratase, aeróbios, não fermentadores da glicose e crescimento 
a 42ºC.  
 
 
3. PERFIS DE SUSCEPTIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS DOS ISOLADOS DE 
Pseudomonas aeruginosa RESISTENTES AO IMIPENEMO  
      
A susceptibilidade dos isolados clínicos de P. aeruginosa aos agentes antimicrobianos, 
β-lactâmicos, quinolonas e aminoglicosídeos foi determinada através do método de 
difusão pela técnica de Kirby-Bauer. 
Relativamente aos antibióticos β-lactâmicos, a cefalosporina de 3ª geração, 
ceftazidima, apresentou a melhor actividade (56,7%), seguida da cefepima (49,6%) 
(figura 4). A associação de piperacilina com tazobactam inibiu 47,4% dos isolados e o 
aztreonamo inibiu 37,3%. O meropenemo apesar de pertencer ao mesmo grupo que o 
imipenemo, ainda demonstrou alguma actividade (20,3%).  
A fluoroquinolona ciprofloxacina apresentou actividade em 53,0% dos isolados. 
Considerando a totalidade de agentes antimicrobianos avaliados, salienta-se o 
aminoglicosídeo, amicacina que apresentou a melhor actividade (73,1%). 
De referir que 3,7% dos isolados apresentaram resistência a todos os antibióticos 
testados, nomeadamente ao imipenemo, meropenemo, aztreonamo, cefepima, 
ceftazidima, piperacilina/tazobactam, amicacina e ciprofloxacina.  
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Figura 4. Frequência de susceptibilidade a vários agentes antimicrobianos em isolados clínicos 
(n=136) de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo. 
 
 
4. DETECÇÃO DE METALO-β-LACTAMASES  
 
 4.1. PESQUISA FENOTÍPICA: TESTE DE SINERGISMO DO DUPLO DISCO IMIPENEMO-EDTA 
 
Verificou-se que 29,4% (n=40) dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao 
imipenemo apresentaram uma diferença de diâmetro dos halos de inibição dos discos de 
imipenemo com e sem EDTA maior ou igual a 7 mm, sendo considerados potenciais 
produtores de metalo-β-lactamases. 
Os restantes 70,6% (n=96) isolados testados apresentaram uma diferença inferior a 
7 mm, ou seja, apresentaram teste fenotípico negativo. 
A figura 5 mostra o resultado positivo do teste de sinergismo do duplo disco 
imipenemo-EDTA em um isolado de P. aeruginosa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA mostrando o efeito inibitório do 
crescimento do isolado de P. aeruginosa (nº 541) causado pela adição de 10 µl EDTA (750 µg/ml) 
ao disco de imipenemo (I) (10 µg). 
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4.2. PESQUISA GENOTÍPICA: DETECÇÃO DE GENES bla POR PCR 
 
Em 40 isolados de P. aeruginosa que apresentaram teste de sinergismo do duplo 
disco imipenemo-EDTA positivo foram pesquisados os genes blaIMP, blaVIM, blaSPM e blaGIM 
que codificam as metalo-β-lactamases IMP, VIM, SPM e GIM, respectivamente. Estes 
genes também foram investigados em 11 isolados cuja diferença entre os diâmetros dos 
halos de inibição obtidos pelo teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA se 
situava entre 5 e 6 mm, ou seja, considerados negativos pelo teste de sinergismo. 
Recorrendo à técnica PCR com primers específicos para detecção dos genes blaIMP e 
blaVIM foi amplificado um fragmento com o tamanho aproximado de 815 pb em 26 
isolados. Destes 26 isolados, 25 tinham revelado positividade pelo teste de sinergismo do 
duplo disco imipenemo-EDTA e apenas 1 tinha sido considerado negativo pelo teste de 
sinergismo. 
A figura 6 apresenta os resultados obtidos para a detecção dos genes blaIMP e blaVIM 
em 7 isolados, dos quais três revelaram o amplicão de 815 pb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Separação eletroforética em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR com os 
primers específicos para a detecção dos genes blaIMP e blaVIM. Linha M, marcador de DNA (1Kb 
DNA Ladder); linhas 2, 5 e 7, isolados nº 21800, 429 e 541, respectivamente (amplicões de 815 
pb); linhas 1, 3, 4 e 6, isolados nº 20134, 20912, 20463 e 524, respectivamente; linha P, controlo 
positivo; linha N, controlo negativo. 
 
 
 
Relativamente ao total dos isolados resistentes ao imipenemo, 19,1% (n=26) 
apresentaram o gene blaVIM, sendo de origem hospitalar. 
Os 26 isolados blaVIM positivos foram colhidos de doentes internados em diferentes 
Unidades Hospitalares: Reanimação (n=7), Medicina (n=5), Pneumologia (n=5), 
Infecciosas (n=3), Medicina do Hospital de Pombal (n=2), Neurocirurgia (n=1), 
Ortotraumatologia (n=1), Hospital Pediátrico (n=1) e Cuidados Intensivos do Hospital 
Pediátrico (n=1).  
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É importante salientar que a maior parte destas amostras foram isoladas a partir de 
expectoração (n=7), aspirado brônquico (n=4), urina (n=4), aspirado traqueal (n=2), 
exsudato de escara (n=3), ponta de um dreno (n=2), exsudato de meato (n=1), secreções 
(n=1), reanimação (n=1) e líquido (n=1). 
Dos 26 isolados produtores da metalo-β-lactamase VIM, 18 (69,2%) pertenciam a 
indivíduos do sexo masculino e os restantes 8 (30,8%) correspondiam ao sexo feminino. 
Contudo, em doentes de ambos os sexos a maior parte (34,6%) dos isolados clínicos 
foram colhidos do grupo etário de 71 a 80 anos. 
Não se observou nenhum produto de amplificação utilizando os primers específicos 
dos genes blaIMP, blaSPM e blaGIM. 
 
 
4.3. DIFERENÇA ENTRE OS DIÂMETROS DOS HALOS DE INIBIÇÃO DOS ISOLADOS 
POSITIVOS PELO TESTE FENOTÍPICO E RELAÇÃO COM OS ISOLADOS QUE REVELARAM A 
PRESENÇA DE VIM 
 
Através do teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA 40 isolados foram 
considerados produtores de metalo-β-lactamases e destes, 25 revelaram a presença do 
gene blaVIM por PCR, registando-se uma sensibilidade de 62,5%. 
Constatou-se que 22 (55%) isolados positivos por teste fenotípico apresentaram a 
diferença do diâmetro dos halos de inibição entre 11 e 15 mm, dos quais 17 (42,5%) 
revelaram posteriormente o gene blaVIM (figura 7), observando-se uma sensibilidade de 
77,3%. 
Quando a diferença do diâmetro dos halos estava compreendida entre 7 e 10 mm, dos 
10 (25%) isolados positivos por teste fenotípico, apenas 2 (5%) apresentaram o gene 
blaVIM (figura 7), o que corresponde a uma sensibilidade de 20%. 
Relativamente a diferenças do diâmetro dos halos superiores a 16 mm, dos 8 (20%) 
isolados positivos por teste fenotípico, 6 (15%) revelaram a presença do gene blaVIM 
(figura 7). Neste caso observou-se uma sensibilidade de 75%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Relação entre a diferença dos diâmetros dos halos de inibição dos isolados positivos 
pelo teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA e dos isolados que revelaram a 
presença de blaVIM por PCR. 
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4.4. SEQUENCIAÇÃO E ANÁLISE DO DNA AMPLIFICADO POR PCR 
 
Os produtos amplificados por PCR com os primers específicos para detecção do gene 
blaVIM foram purificados e analisados, revelando a presença da metalo-β-lactamase VIM-2 
nos 26 isolados avaliados. 
 
 
5. DETERMINAÇÃO DAS CMIs DOS ISOLADOS PRODUTORES DE VIM-2 
 
A susceptibilidade aos antibióticos β-lactâmicos foi avaliada de forma quantitativa pela 
metodologia do E-Test. Neste sentido, foram determinadas as CMIs dos antibióticos 
imipenemo, meropenemo, ceftazidima, aztreonamo e piperacilina em 26 isolados que 
apresentaram o gene blaVIM-2. 
Os resultados mostraram que o E-Test confirmou a resistência ao imipenemo em 
todos os isolados produtores de VIM-2 (CMI> 32 µg/ml).  
Em 84,6% dos isolados observou-se resistência ao meropenemo, dos quais 76,9% 
apresentaram CMI≥ 32 µg/ml e 7,7% mostraram CMI= 8 µg/ml e CMI= 6 µg/ml. Este 
antibiótico mostrou-se eficaz nos restantes 15,4% dos isolados avaliados (CMI≤ 4 µg/ml).  
Verificou-se que 84,6% dos isolados produtores de VIM-2 apresentaram resistência 
aos dois carbapenemos (imipenemo e meropenemo) testados. 
A maioria (92,3%) dos isolados avaliados revelou resistência à ceftazidima. Assim, 
este antibiótico inibiu o crescimento em apenas 7,7% dos isolados avaliados. 
O aztreonamo apresentou eficácia em 76,9% dos isolados testados, enquanto que os 
restantes 23,1% mostraram resistência. 
Considerando a totalidade dos antibióticos avaliados, a piperacilina apresentou melhor 
actividade, inibindo 84,6% dos isolados cujas CMIs variaram entre 4 e 48 µg/ml. Os 
restantes 15,4% dos isolados apresentaram um nível de resistência muito elevado (CMI> 
256 µg/ml). 
É de salientar que 15,4% dos isolados apresentaram um fenótipo multi-resistente a 
todos os antibióticos avaliados, nomeadamente, imipenemo, meropenemo, ceftazidima, 
aztreonamo e piperacilina. 
No quadro V encontra-se descrita a CMI dos antibióticos β-lactâmicos testados de 26 
isolados clínicos de P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase VIM-2. 
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Quadro V. Concentração mínima inibitória dos antibióticos β-lactâmicos (imipenemo, meropenemo, 
ceftazidima, aztreonamo e piperacilina) de 26 isolados clínicos de P. aeruginosa produtores da 
metalo-β-lactamase VIM-2. 
  
 
 
Nº isolado 
 
CMI (µg/ml) 
 
 IPM MEM CAZ ATM PIP 
 5783/03    > 32 3 24 1 48 
 7147/03 > 32 4 2,5 3 4 
14593/03 > 32 32 >256 16 >256 
17000/03 > 32 > 32 32 3 24 
17083/03 > 32 > 32 64 3 48 
17735/03 > 32 32 24 3 16 
17872/03 > 32 > 32 24 3 8 
18441/03 > 32 6 16 2 16 
19168/03 > 32 > 32 64 2 16 
19210/03 > 32 > 32 24 3 24 
   712/04 > 32 > 32 24 3 16 
  1801/04 > 32 4 32 2 16 
 1891/04 > 32 > 32 2 3 24 
 1825/04 > 32 > 32 32 256 32 
 3647/04 > 32 > 32 32 2 16 
 4584/04 > 32 > 32 32 2 24 
 6741/04 > 32 > 32 24 16 24 
11874/04 > 32 > 32 >256 96 >256 
12321/04 > 32 > 32 32 3 16 
14349/04 > 32 3 16 2 12 
15153/04 > 32 > 32 32 >256 >256 
17053/04 > 32 8 32 1,5 32 
18769/04 > 32 > 32 24 64 >256 
21800/04 > 32 > 32 32 4 16 
   429/05 > 32 > 32 32 6 32 
   541/05 > 32 > 32 16 3 32 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6. DETECÇÃO DE INTEGRÕES DE CLASSE 1 
 
Foram detectados integrões de classe 1 em 3 dos 26 (11,5%) isolados testados. Os 
amplicões obtidos apresentaram tamanhos de 1000 pb (isolado nº 5783) e de 3000 pb 
(isolados nº 17083 e nº 19168). Nos restantes isolados não se observou nenhuma banda. 
A figura 8 apresenta os resultados obtidos para a detecção de integrões de classe 1 
em 12 isolados, dos quais os isolados nº 19168 e nº 17083 apresentaram um amplicão 
de 3 Kb. 
 
IPM, imipenemo; MEM, meropenemo; CAZ, ceftazidima; 
ATM, aztreonamo; PIP, piperacilina. 
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Figura 8. Separação eletroforética em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR com os 
primers específicos para a detecção de integrões de classe 1. Linha M, marcador de DNA (1Kb 
DNA Ladder); linha 1 isolado nº 19168 (amplicão de 3 Kb); linhas 2 à 11, isolados nº 19210, 712, 
11874, 12321, 15153, 14349, 17053, 18769, 21800, 429 e 541, respectivamente; linha P, controlo 
positivo, isolado nº 9287 (amplicão de 1 Kb); linha 12, isolado nº 17083 (amplicão de 3 Kb); Linha 
N, controlo negativo. 
 
 
 
7. PESQUISA DE GENES blaVIM-2 EM INTEGRÕES DE CLASSE 1 
 
Após purificação dos produtos amplificados com primers 5´-CS e 3´-CS efectuaram-se 
novas reacções de amplificação por PCR com primers específicos para a detecção do 
gene blaVIM. Em todos os isolados testados (nº 5783, nº 17083 e nº 19168) observou-se 
um fragmento com o tamanho de 815 pb. 
Os produtos amplificados por PCR com os primers do gene blaVIM foram purificados e 
analisados, revelando a presença de VIM-2 nos três isolados testados. 
Estes resultados demonstraram a inserção dos genes blaVIM-2 em integrões de 
classe 1. 
 
 
8. TIPAGEM GENÉTICA POR RAPD  
 
Foram tipados os 26 isolados de P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase 
VIM-2 colhidos de doentes internados em 9 Unidades Hospitalares entre Setembro de 
2003 e Janeiro de 2005 (quadro VI). É de salientar que 65,4% (n=17) das amostras foram 
isoladas de produtos biológicos provenientes do tracto respiratório, 15,4% (n=4) de urina 
e 19,2% (n=5) de outros produtos. 
Tendo em conta o critério descrito por Campbell e colaboradores (2000), foi possível 
distinguir 7 tipos de perfis RAPD (figura 9), identificados de A a G. 
      M         1         2          3         4         5         6          7         8         9       10        11       P        12      N 
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No perfil A incluem-se 65,4% (n=17) dos isolados colhidos entre Setembro de 2003 e 
Janeiro de 2005 em 5 Unidades Hospitalares, nomeadamente Medicina, Reanimação, 
Pneumologia, Neurocirurgia e Ortotraumatologia. 
O perfil B é constituído por 7,7% (n=2) dos isolados obtidos em Setembro de 2004 e 
em Janeiro de 2005 nas Unidades Hospitalares de Reanimação e de Pneumologia, 
sendo considerados semelhantes aos isolados do perfil A, atendendo aos critérios 
descritos no capítulo Material e Métodos (Campbell et al., 2000). 
Na Unidade de Medicina do Hospital de Pombal nos meses de Agosto e Novembro de 
2004 foram isoladas 7,7% (n=2) P. aeruginosa que apresentaram perfis idênticos 
classificados com o tipo C. 
Na Unidade das Infecciosas nos meses de Outubro de 2003 e Julho de 2004 foram 
isoladas 7,7% (n=2) P. aeruginosa que apresentaram perfis idênticos classificados com o 
tipo E. 
 
 
Quadro VI. Isolados clínicos de P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase VIM-2 e 
respectiva informação da data de isolamento, Unidade Hospitalar e perfil RAPD.         
 
 
Nº Isolado   Data de isolamento Unidade Hospitalar Perfil RAPD 
14593/03 25/09/03 Reanimação A 
17000/03 22/10/03 Reanimação A 
18441/03 19/11/03 Reanimação A 
19210/03 03/12/03 Reanimação A 
1891/04 04/02/04 Reanimação A 
12321/04 14/07/04 Reanimação A 
17053/04 29/09/04 Reanimação B 
17735/03 05/11/03 Neurocirurgia A 
17872/03 05/11/03 Ortotraumatologia A 
712/04 21/01/04 Medicina A 
1825/04 18/02/04 Medicina A 
3647/04 10/03/04 Medicina A 
4584/04 16/03/04 Medicina A 
6741/04 14/04/04 Medicina A 
1801/04 04/02/04 Pneumologia A 
14349/04 15/08/04 Pneumologia A 
21800/04 13/12/04 Pneumologia A 
429/05 11/01/05 Pneumologia A 
541/05 26/01/05 Pneumologia B 
15153/04 15/08/04 Med. H. Pombal C 
18769/04 02/11/04 Med. H. Pombal C 
5783/03 10/04/03 Infecciosas D 
17083/03 22/10/03 Infecciosas E 
11874/04 14/07/04 Infecciosas E 
7147/03 08/05/03 H. Pediátrico F 
19168/03 03/12/03 UCI H. Pediátrico G 
 
 
 UCI H. Pediátrico, Unidade de Cuidados Intensivos do Hospital Pediátrico; Med. H. Pombal, Medicina do Hospital de Pombal; 
H. Pediátrico, Hospital Pediátrico. 
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Os restantes 3 isolados (11,5%), provenientes da Unidade das Infecciosas (Abril de 
2003), Hospital Pediátrico (Maio de 2003) e Unidade de Cuidados Intensivos do Hospital 
Pediátrico (Dezembro de 2003), apresentaram perfis diferentes entre si e relativamente 
aos anteriores, sendo identificados com os perfis D, F e G, respectivamente. 
 
 
P
P
Figura 9. Perfis de RAPD de 26 isolados clínicos de P. aeruginosa blaVIM-2 positivos, obtidos 
com o primer 272. Linhas M, marcador de DNA (1Kb DNA Ladder); linhas 1 à 26, isolados.  
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1. ORIGEM DOS ISOLADOS DE Pseudomonas aeruginosa RESISTENTES AO IMIPENEMO  
 
Os carbapenemos apresentam amplo espectro de actividade constituindo uma 
importante opção terapêutica em infecções graves provocadas por P. aeruginosa, 
especialmente em estirpes multi-resistentes (Edwards & Betts, 2000). A estrutura 
molecular destes agentes antimicrobianos permite uma excelente permeabilidade através 
da membrana exterior de bactérias de Gram negativo, uma boa afinidade com os alvos 
PBPs e uma grande estabilidade à hidrólise pela maioria das β-lactamases (Spratt, 1994; 
Livermore, 1996; Hancock et al., 1998).  
O antimicrobiano imipenemo/cilastatina inclui-se na primeira geração de 
carbapenemos e actualmente ainda constitui um dos agentes antimicrobianos mais 
eficazes. Contudo, diversos estudos têm demonstrado um aumento significativo da 
frequência de resistência ao imipenemo em P. aeruginosa (Deshpande et al., 2004; 
Harris et al., 2002).  
Cardoso e colaboradores (2002) verificaram que 10% dos 525 isolados clínicos de 
P. aeruginosa colhidos entre 1995 e 1998 em centros hospitalares do Porto e zonas 
limítrofes apresentaram resistência ao imipenemo.  
Em 2004 nos Hospitais da Universidade de Coimbra a frequência de resistência ao 
imipenemo foi superior, registando-se em 21% dos 1107 isolados de P. aeruginosa 
(Ribeiro et al., 2004).  
No presente trabalho verificou-se que 17,6% do total de isolados de P. aeruginosa 
colhidos entre Abril de 2003 a Abril de 2005 no Centro Hospitalar de Coimbra 
apresentaram resistência ao imipenemo.  
No Laboratório de Microbiologia Clínica do Hospital Universitário de Trieste, norte de 
Itália, registou-se um aumento significativo da frequência de resistência ao imipenemo, 
19% em 2000 para 29% em 2001 (Lagatolla et al., 2004). 
Em Unidades de Cuidados Intensivos, onde P. aeruginosa é uma das causas mais 
importantes de infecções nosocomiais graves, os níveis de susceptibilidade aos 
carbapenemos são geralmente inferiores relativamente às outras Unidades Hospitalares 
(Karlowsky et al., 2003). Por outro lado, nestas Unidades Hospitalares em 2002, verificou-
se um aumento de 32% da frequência de resistência ao imipenemo em isolados de 
P. aeruginosa relativamente ao período 1997-2001 (National Nosocomial Infection 
Surveillance System Report, 2003) e em 2003 um aumento de 15% relativamente ao 
período 1998-2002 (National Nosocomial Infection Surveillance System Report, 2004). 
No presente estudo 91,9% dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo 
eram provenientes de doentes hospitalizados e apenas 8,1% de doentes de ambulatório. 
A maior percentagem de isolados hospitalares poderá ser causada pelo uso intensivo do 
antimicrobiano imipenemo em doentes hospitalizados relativamente a doentes de 
ambulatório (Troillet et al., 1997). Por outro lado, a contaminação cruzada em ambiente 
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hospitalar também poderá explicar a maior frequência de isolados de P. aeruginosa 
resistentes ao imipenemo neste local (Gulay et al., 2001). 
Em amostras hospitalares, o produto biológico a partir do qual se isolaram maior 
número de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo foi a expectoração (50,4%), seguido 
de exsudatos (15,2%), aspirados (12,8%), urina (8,8%) e sangue (3,2%). Estes 
resultados estão de acordo com outros estudos que obtiveram maior frequência para 
secreções respiratórias (50%) seguida de urina (15%), feridas (11%) e sangue (7%) 
(Harris et al., 2002).  
Relativamente às amostras de ambulatório, os produtos biológicos com maior 
frequência foram a expectoração e a urina seguido de exsudatos.  
Neste sentido, a maior parte dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo 
foram obtidos a partir da expectoração (49,3%). Estes resultados podem ser justificados 
por esta espécie ser um dos patogénicos mais importantes em infecções do tracto 
respiratório (Eldere, 2003), sendo a segunda espécie mais frequentemente isolada de 
secreções respiratórias (Ribeiro et al., 2004). Adicionalmente, estirpes isoladas de 
produtos patológicos provenientes do tracto respiratório terão mais facilidade em 
disseminar-se devido ao maior contacto com o meio exterior. 
Neste trabalho foram registadas as idades e sexos dos doentes com infecções 
causadas por isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo, sendo possível 
estabelecer uma relação entre os grupos etários/sexos dos doentes e incidência de 
infecções. Assim, verificou-se que a maioria (72,2%) dos isolados clínicos foram colhidos 
de doentes do sexo masculino. Esta percentagem é superior à descrita por Laupland e 
colaboradores (2005) que obtiveram 53%, indicando que o risco de infecção em 
indivíduos do sexo masculino é mais significativo no presente trabalho. 
Em doentes de ambos os sexos, a grande parte (51,9%) dos isolados foram colhidos 
do grupo etário dos 61 aos 80 anos, o que poderá ser explicado pelo maior número de 
hospitalizações destes indivíduos e ainda pelo sistema imunitário mais debilitado devido à 
idade avançada. Estes resultados são consistentes com os obtidos por Laupland e 
colaboradores (2005), que observaram um significativo aumento de infecções com a 
idade, registando maior incidência em indivíduos com idades iguais ou superiores a 75 
anos.  
 
 
2. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS DOS ISOLADOS DE 
Pseudomonas aeruginosa RESISTENTES AO IMIPENEMO  
 
Quando se suspeita que uma infecção é causada por P. aeruginosa, a terapêutica 
empírica adequada deve iniciar-se enquanto se aguarda a identificação bacteriana e os 
resultados dos testes de susceptibilidade in vitro. 
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A antibioterapia empírica deve ser baseada, sempre que possível, em normas ou 
recomendações de terapêutica publicadas, salientando que idealmente devem reflectir os 
perfis de susceptibilidade aos antibióticos observados na área geográfica e hospital em 
causa. Portanto, é necessário conhecer a susceptibilidade das espécies bacterianas a 
vários agentes antimicrobianos, uma vez que existem variações entre países, e também 
entre hospitais (Rossolini & Mantengoli, 2005). 
No tratamento empírico de infecções graves causadas por P. aeruginosa, os 
antibióticos β-lactâmicos como os carbapenemos, cefalosporinas de 3ª geração e 
piperacilina são frequentemente prescritos como monoterapia ou em combinação com 
quinolonas ou aminoglicosídeos (Jones et al. 2002). Contudo, o aumento da prevalência 
de infecções causadas por P. aeruginosa e das frequências de resistência aos 
antimicrobianos utilizados empiricamente têm dificultado a escolha da terapêutica para o 
tratamento destas infecções (Diekema et al., 1999).  
Em Portugal, tal como noutros países, P. aeruginosa tem vindo a ser isolada com 
maior frequência, sendo a terceira espécie mais isolada nos Hospitais da Universidade de 
Coimbra (Ribeiro et al., 2004). 
Neste trabalho verificou-se que em isolados de P. aeruginosa resistentes ao 
imipenemo, o agente antimicrobiano com maior actividade foi a amicacina (73,1%), 
seguido da ceftazidima (56,7%), ciprofloxacina (53,0%), cefepima (49,6%), 
piperacilina/tazobactam (47,4%), aztreonamo (37,3%) e meropenemo (20,3%). Estes 
resultados indicam que o aminoglicosídeo amicacina poderá ser uma boa opção na 
terapêutica empírica de infecções causadas por isolados de P. aeruginosa resistentes ao 
imipenemo. 
Estudos similares desenvolvidos em hospitais europeus também demonstraram que o 
agente antimicrobiano mais activo foi a amicacina (72,1%), seguido da ceftazidima 
(40,7%), ciprofloxacina (31,1%) e piperacilina/tazobactam (30,7%) (Higgins et al., 2002); 
enquanto o meropenemo apenas apresentou eficácia em 24,1% dos isolados de 
P. aeruginosa testados (Turner, 2005).  
O estudo espanhol desenvolvido por Sánchez e colaboradores (2004) mostrou que os 
antibióticos piperacilina/tazobactam e aztreonamo apresentaram eficácias superiores, 
respectivamente 58,6% e 52,6%. No entanto, as susceptibilidades apresentadas pela 
cefepima (49,6%), ceftazidima (41,4%), ciprofloxacina (33,8%) e meropenemo (17,3%) 
foram inferiores às verificadas no presente trabalho.  
Os diferentes valores percentuais observados nestes estudos podem estar associados 
ao diferente número de isolados e/ou à distinta origem geográfica.  
Foram obtidas percentagens de susceptibilidade superiores para o meropenemo 
relativamente ao imipenemo o que está de acordo com outros estudos que compararam a 
actividade antimicrobiana destes dois carbapenemos, demonstrando que o meropenemo 
apresenta actividade in vitro superior contra microrganismos de Gram negativo, como 
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P. aeruginosa (Gales et al., 1997; Pfaller & Jones, 1997; Edwards & Betts, 2000). A 
resistência ao meropenemo é mais difícil de acontecer relativamente ao imipenemo, 
porque no caso do meropenemo são necessárias perda de OprD e aumento da 
expressão de MexAB-OprM para aquisição de resistência, enquanto no caso do 
imipenemo a perda de OprD é suficiente para aquisição de resistência (Livermore, 2001). 
De referir que 3,7% dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo 
apresentaram resistência simultânea a todos os antibióticos testados. Esta resistência 
elevada a diferentes grupos de antibióticos é resultado da combinação de diferentes 
mecanismos de resistência, como sejam a impermeabilidade da membrana exterior, 
efluxo e produção de β-lactamases. 
A melhor forma de combater a resistência e conseguir terapia eficaz é optimizar o uso 
dos agentes antimicrobianos disponíveis actualmente. No entanto, é imperioso o 
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos com actividade contra bacilos multi-
resistentes de Gram negativo como P. aeruginosa (Jones, 2000; Giamarellou, 2002).  
 
 
3. METALO-β-LACTAMASES  
 
Na última década verificou-se um aumento do número de publicações sobre a 
detecção de metalo-β-lactamases em bacilos de Gram negativo, sobretudo em isolados 
clínicos de P. aeruginosa oriundos da Ásia (Senda et al., 1996b; Kimura et al., 2005) 
Europa (Cornaglia et al., 1999; Poirel et al., 2000; Cardoso et al., 2002; Pournaras et al., 
2003; Castanheira et al., 2004; Toleman et al., 2005), América do Norte (Lolans et al., 
2005), América do Sul (Toleman et al., 2002; Gales et al., 2003; Crespo et al., 2004; 
Mendes et al., 2004; Sader et al., 2005; Villegas et al., 2006) e Austrália (Peleg et al., 
2004; Peleg et al., 2005). Este facto denota o interesse e preocupação pelas infecções 
nosocomiais causadas por este microrganismo sobretudo devido ao aumento da 
resistência aos carbapenemos mediada por metalo-β-lactamases. 
A produção de metalo-β-lactamases é um dos mecanismos de resistência aos 
antibióticos que possibilita a hidrólise de todas as classes de β-lactâmicos, com excepção 
dos monobactâmicos, sendo de realçar a eficiente actividade anti-carbapenemos (Bush et 
al., 1995; Rasmussen & Bush, 1997; Bush, 1998; Livermore & Woodford, 2000). 
A dificuldade em reconhecer isolados produtores de metalo-β-lactamases pelos 
laboratórios de microbiologia clínica pode conduzir à prescrição de terapêuticas 
antimicrobianas inadequadas. Neste sentido, existe a necessidade de detectar 
rapidamente os isolados produtores de metalo-β-lactamases de forma a controlar a 
infecção e prevenir a disseminação dos genes que codificam estas enzimas em bactérias 
patogénicas. 
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As metalo-β-lactamases necessitam de iões divalentes, geralmente o zinco, como 
cofactor na reacção de hidrólise do anel β-lactâmico (Jones et al., 2005). Este facto 
permite a detecção destas enzimas por meio de testes fenotípicos que utilizem um 
agente quelante como o EDTA. A inibição da actividade enzimática pelo EDTA é uma 
importante característica utilizada para distinguir metalo-β-lactamases de outras 
β-lactamases (Payne et al., 1994). 
O teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA é simples de executar e 
apresenta elevada sensibilidade e especificidade na detecção de isolados de 
P. aeruginosa produtores de metalo-β-lactamases (Yong et al., 2002), tendo sido utilizado 
por diversos autores na triagem destes isolados (Poirel et al., 2004; Sanchéz et al., 2004; 
Pitout et al., 2005). 
Tendo como critério de positividade o aumento igual ou superior a 7 mm do diâmetro 
do halo de inibição do disco de imipenemo em que se aplicou EDTA (Yong et al., 2002), 
utilizando o teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA considerou-se 40 
(29,4%) isolados de P. aeruginosa produtores de metalo-β-lactamases, relativamente aos 
136 isolados testados. 
Na Europa, a metalo-β-lactamase VIM-2 é o sub-tipo dominante, tendo sido detectada 
em isolados de P. aeruginosa resistentes aos carbapenemos oriundos de Portugal 
(Cardoso et al., 2002; Carvalho et al., 2005; Pena et al., 2005; Quinteira et al., 2005; 
Pena et al., 2006; Quinteira & Peixe, 2006), Espanha (Prats et al., 2002; Sanchéz et al., 
2004), França (Poirel et al., 2000), Itália (Pallecchi et al., 2001; Luzzaro et al., 2004), 
Grécia (Mavroidi et al., 2000; Pournaras et al., 2003), Polónia (Walsh et al., 2003) e 
Croácia (Sardelic et al., 2003). 
A presença de blaVIM-2 em isolados de P. aeruginosa em diversos países europeus 
pode reflectir a disseminação de estirpes através de pessoas que viajam entre esses 
países.  
Em Portugal, o primeiro estudo relativo a isolados de P. aeruginosa produtores da 
metalo-β-lactamase VIM-2 foi desenvolvido por Cardoso e colaboradores (2002). Esta 
metalo-β-lactamase foi detectada em quatro isolados resistentes ao imipenemo na região 
norte, três colhidos de doentes internados no hospital do Vale de Sousa e um colhido de 
um doente de ambulatório no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia 
da Universidade do Porto (Cardoso et al., 2002). 
No Centro Hospitalar de Coimbra o gene blaVIM-2 foi detectado em 19,1% dos isolados 
resistentes ao imipenemo e em 3,4% dos isolados de P. aeruginosa totais.  
A resistência ao imipenemo nos isolados de P. aeruginosa não produtores de metalo-
β-lactamases (80,9%), poderá explicar-se devido à presença de outros mecanismos de 
resistência, nomeadamente a deficiente expressão ou ausência da porina OprD, outras 
β-lactamases, como a AmpC, efluxo e/ou mutações nos alvos PBPs (Livermore, 2001). 
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Estes resultados indicam que a produção de metalo-β-lactamases em P. aeruginosa é 
um importante mecanismo de resistência aos carbapenemos. Assim, a rápida detecção 
destas enzimas por PCR contribui para o tratamento eficaz da infecção e prevenção da 
disseminação dos genes bla. 
É importante salientar que 62,5% dos isolados de P. aeruginosa positivos por teste 
fenotípico apresentaram o gene blaVIM-2. A falsa positividade dos restantes 37,5% isolados 
poderá dever-se à existência de uma nova metalo-β-lactamase cujo gene não foi 
amplificado com os primers testados. 
O teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA registou, na globalidade, uma 
sensibilidade de 62,5%. Os resultados mostraram um aumento da sensibilidade deste 
teste com o aumento da diferença do diâmetro dos halos de inibição. Assim, registaram-
se as sensibilidades de 20%, 77,3% e 75%, quando a diferença do diâmetro dos halos 
estava compreendida entre 7 e 10 mm, 11 e 15 mm e superior a 16 mm, 
respectivamente. A menor sensibilidade registada, quando a diferença do diâmetro dos 
halos de inibição era superior a 16 mm relativamente a diâmetros compreendidas entre 
11 e 15 mm poderá dever-se ao diferente número de isolados testados. 
Verificou-se ainda, a presença de um isolado falso negativo por pesquisa fenotípica, 
ou seja, a pesquisa por teste fenotípico resultou negativa mas por PCR observou-se 
amplificação do gene blaVIM. Este resultado poderá dever-se à reduzida expressão do 
gene blaVIM, apoiando a observação feita por outros autores (Marchiaro et al., 2005) 
relativamente à baixa sensibilidade de testes fenotípicos na detecção de isolados de 
P. aeruginosa com reduzida expressão de metalo-β-lactamases.  
A incidência do gene blaVIM-2 em 3% dos isolados de P. aeruginosa resistentes aos 
carbapenemos num hospital espanhol foi relativamente inferior à observada no Centro 
Hospitalar de Coimbra (Sanchéz et al., 2004). No entanto, um estudo italiano descreve a 
presença deste gene em 20% dos isolados de P. aeruginosa totais e em 70% dos 
isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo (Lagatolla et al., 2004). 
Através da técnica PCR não foram detectados os genes blaIMP, blaSPM e blaGIM, embora 
diversos estudos tenham demonstrado a presença de blaIMP na Ásia, sobretudo no Japão, 
onde inicialmente foi descrito (Watanabe et al., 1991), mas também na Europa (Laraki et 
al., 1999; Toleman et al., 2003; Pagani et al., 2005; Toleman et al., 2005), e mais 
recentemente, na América do Norte (Gibb et al., 2002), América do Sul (Castanheira et 
al., 2003; Hanson, 2004; Mendes et al., 2004) e Austrália (Peleg et al., 2004; Peleg et al., 
2005). Por outro lado, os genes blaSPM e blaGIM apenas foram detectados em isolados de 
P. aeruginosa no Brasil (Toleman et al., 2002) e na Alemanha (Castanheira et al., 2004), 
respectivamente.  
A técnica PCR apresenta limitações práticas importantes para a aplicação diária nos 
laboratórios clínicos, nomeadamente o elevado custo (Arakawa et al., 2000; Gibb et al., 
2002) e a emergência de novos tipos de metalo-β-lactamases. Assim sendo, testes 
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simples e baratos como o teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA são uma 
boa opção para a triagem das amostras produtoras de metalo-β-lactamases.  
 
 
4. SUSCEPTIBILIDADE DOS ISOLADOS PRODUTORES DE VIM-2 
 
Neste trabalho, todos os isolados clínicos de P. aeruginosa produtores de VIM-2 
apresentaram resistência ao imipenemo. Apesar da maioria destes isolados também 
apresentar resistência ao meropenemo, verificou-se que 15,4% dos isolados mostraram 
susceptibilidade a este agente antimicrobiano. A melhor actividade do meropenemo face 
ao imipenemo foi observada também por outros investigadores (Poirel et al., 2001; 
Cardoso et al., 2002; Prats et al., 2002). 
A ceftazidima constituiu uma alternativa terapêutica em apenas 7,7% dos isolados 
testados. Por outro lado, um estudo japonês observou resistência à ceftazidima em todos 
os isolados clínicos de P. aeruginosa produtores de VIM-2 (Yatsuyanagi et al., 2004). A 
resistência à ceftazidima foi ainda descrita por outros autores (Mavroidi et al., 2000; Poirel 
et al., 2000; Poirel et al., 2001; Prats et al., 2002; Aubron et al., 2005; Lolans et al., 2005). 
Estes resultados desaconselham o uso de ceftazidima na terapêutica empírica de 
infecções provocadas por P. aeruginosa produtora de VIM-2 porque a probabilidade de 
insucesso terapêutico é elevada.  
O aztreonamo revelou boa actividade em 76,9% dos isolados clínicos de 
P. aeruginosa produtores de VIM-2. Num estudo desenvolvido por Cardoso e 
colaboradores (2002) a susceptibilidade a este antimicrobiano verificou-se em todos os 
isolados testados. A susceptibilidade ao aztreonamo foi também descrita em isolados de 
P. aeruginosa produtores de VIM-2 colhidos noutros países, nomeadamente em França 
(Poirel et al., 2000; Poirel et al., 2001; Aubron et al., 2005), Itália (Pallecchi et al., 2001), 
Espanha (Prats et al., 2002) e Estados Unidos da América (Lolans et al., 2005). Por outro 
lado, estudos experimentais efectuados num modelo animal mostraram que elevadas 
doses de aztreonamo são eficazes no tratamento de pneumonia causada por isolados de 
P. aeruginosa produtores de VIM-2 (Bellais et al., 2002).  
Embora a utilização de aztreonamo seja considerada uma das terapêuticas de eleição, 
no presente trabalho 23,1% dos isolados clínicos de P. aeruginosa produtores de VIM-2 
apresentaram resistência ao aztreonamo. Estudos similares descreveram também 
isolados resistentes ao aztreonamo (Mavroidi et al., 2000, Kimura et al., 2005; Lolans et 
al., 2005). A resistência ao aztreonamo nestes isolados pode dever-se a mecanismos 
adicionais de resistência como alteração de PBPs, a hiperprodução de AmpC e mutações 
nas porinas (Lolans et al., 2005). 
Relativamente à totalidade dos antibióticos avaliados, a piperacilina apresentou melhor 
actividade inibindo 84,6% dos isolados. A eficácia da piperacilina foi ainda superior num 
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estudo japonês, pois todos os isolados clínicos de P. aeruginosa produtores de VIM-2 
apresentaram susceptibilidade (Yatsuyanagi et al., 2004b). Outros países, 
nomeadamente em França (Poirel et al., 2000; Poirel et al., 2001), descreveram isolados 
de P. aeruginosa produtores de VIM-2 susceptíveis à piperacilina. 
É importante salientar que 15,4% dos isolados testados apresentaram um fenótipo 
multi-resistente a todos os antibióticos avaliados. Estudos desenvolvidos por Lagatolla e 
colaboradores (2004) descreveram 76% de isolados clínicos de P. aeruginosa produtores 
de VIM-2 com fenótipo multi-resistente. 
Assim, para o tratamento eficaz de infecções nosocomiais causadas por isolados 
multi-resistentes, terá de se recorrer à combinação de diferentes antibióticos (Mayer & 
Nagy, 1999). Por outro lado, o aumento da frequência de estirpes multi-resistentes levou 
à reutilização de antibióticos como a colistina, que deixaram de ser prescritos no início 
dos anos oitenta devido a problemas de toxicidade (Giamarellou, 2002; Stein & Raoult, 
2002). 
 
 
5. GENES blaVIM E INTEGRÕES DE CLASSE 1 
 
Integrões de classe 1 são frequentemente detectados em isolados resistentes aos 
antibióticos, nomeadamente em isolados clínicos de P. aeruginosa que expressam genes 
blaVIM (Poirel et al., 2000; Mavroidi et al., 2000; Poirel et al., 2001; Pallecchi et al., 2001; 
Lee et al., 2002; Giakkoupi et al., 2003; Pournaras et al., 2003; Sardelic et al., 2003; 
Walsh et al., 2003; Yatsuyanagi et al., 2004a; Aubron et al., 2005; Kimura et al., 2005; 
Quinteira & Peixe, 2006; Villegas et al., 2006). As cassetes genéticas localizadas em 
integrões adquirem maior potencial para se expressarem e disseminarem entre 
populações bacterianas da mesma espécie e de espécies diferentes (Nordmann & Poirel, 
2002).  
No presente trabalho foram detectados integrões de classe 1 em 11,5% dos isolados 
produtores de VIM. Contudo, um estudo grego de âmbito idêntico descreveu 94,4% de 
integrões de classe 1 (Giakkoupi et al., 2003).  
Neste estudo a pesquisa de integrões de classe 1 revelou a presença de amplicões 
com os tamanhos de 1 Kb e 3 Kb, resultados em concordância com os descritos por 
Giakkoupi e colaboradores (2003), cujos tamanhos variaram entre 1 Kb e 3 Kb.  
A diferença de tamanhos dos integrões de classe 1 detectados sugere a evolução de 
um integrão único ou a aquisição de cassetes genéticas blaVIM por diferentes integrões de 
classe 1 (Giakkoupi et al., 2003; Quinteira et al., 2005). 
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6. TIPAGEM GENÉTICA POR RAPD  
 
No meio hospitalar a detecção da origem da infecção assim como a relação entre 
estirpes isoladas é essencial para a implementação de medidas adequadas para prevenir 
a disseminação de microrganismos patogénicos (Talon et al., 1998). 
O método RAPD tem sido utilizado com frequência na tipagem de isolados de 
P. aeruginosa (Renders et al., 1996; Mahenthiralingam et al., 1996; Campbell et al., 2000; 
Giakkoupi et al., 2003; Lagatolla et al., 2004; Ortiz-Herrera et al., 2004). 
Este método tem demonstrado elevada especificidade, reprodutividade, rapidez e 
simplicidade (Renders et al., 1996; Campbell et al., 2000; Menon et al., 2003) pelo que é 
extremamente útil em estudos epidemiológicos, nomeadamente em isolados de 
P. aeruginosa. 
Com base no critério descrito por Campbell e colaboradores (2000), foi possível 
distinguir 7 tipos de perfis RAPD, classificados de A a G, demonstrando uma certa 
diversidade genética entre os isolados tipados.  
A maioria (65,4%) dos isolados de P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase 
VIM-2 apresentou perfis RAPD idênticos (perfil A), pressupondo-se, por isso, que um 
mesmo clone poderá ter-se disseminado por vários doentes internados nas 5 Unidades 
Hospitalares (Medicina, Reanimação, Pneumologia, Neurocirurgia e Ortotraumatologia) 
entre Setembro de 2003 e Janeiro de 2005.  
O perfil B é constituído por 7,7% dos isolados colhidos em Setembro de 2004 e em 
Janeiro de 2005 nas Unidades Hospitalares de Reanimação e de Pneumologia, 
verificando-se que estes isolados são semelhantes aos do perfil A, sugerindo uma 
pequena mutação nestes isolados dando origem ao perfil B (Campbell et al., 2000). 
Na Unidade de Medicina do Hospital de Pombal nos meses de Agosto e Novembro de 
2004 foram isoladas duas amostras de P. aeruginosa que apresentaram perfis idênticos 
classificados com o tipo C indicando a presença da mesma estirpe nesta Unidade 
Hospitalar. O facto dos isolados que apresentaram o perfil C serem diferentes dos 
isolados classificados com o tipo A pode dever-se à distância física entre os respectivos 
Hospitais. 
Na Unidade das Infecciosas foram isoladas duas amostras de P. aeruginosa que 
apresentaram perfis idênticos classificados com o tipo E, sugerindo que esta Unidade tem 
esse clone e que é único pois não se encontra nas outras Unidades Hospitalares. 
O isolamento de P. aeruginosa com perfis moleculares idênticos sugere que esses 
microrganismos tenham origem num único clone, tornando mais provável a hipótese de 
transmissão de um doente para outro através de uma fonte e/ou mecanismo comum. 
Estudos descrevem que doentes colonizados constituem a maior fonte de contaminação 
cruzada de outros doentes (Gulay et al., 2001). As mãos e luvas contaminadas do 
pessoal clínico são a forma mais comum de transmissão de P. aeruginosa (Takeyama et 
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al., 2002). Esta disseminação indica que existem falhas na implementação de medidas de 
controlo de infecções como a lavagem das mãos do pessoal clínico, desinfecção de 
equipamento e material médico-cirúrgico, isolamento de doentes contaminados e/ou 
infectados. Neste sentido, nas Unidades Hospitalares avaliadas devem ser instituídas 
medidas de prevenção e controlo de infecções mais eficazes.  
Um outro factor que pode contribuir para a transmissão nosocomial de P. aeruginosa é 
a capacidade deste microrganismo colonizar superfícies inanimadas por longos períodos 
de tempo (Grundmann et al., 1993; Bosshammer et al., 1995), permitindo a permanência 
em meio hospitalar. Assim, estabelecem-se condições que facilitam a disseminação e, 
por consequência, a repetição de surtos infecciosos.  
Os restantes 3 isolados, provenientes da Unidade das Infecciosas (Abril de 2003), 
Hospital Pediátrico (Maio de 2003) e Unidade de Cuidados Intensivos do Hospital 
Pediátrico (Dezembro de 2003), apresentaram perfis diferentes entre si e relativamente 
aos anteriores, sendo identificados com os perfis D, F e G, respectivamente. A presença 
de isolados com perfis diferentes nas Unidades Pediátricas relativamente às restantes 
Unidades Hospitalares, pode dever-se à ausência de transferência de doentes entre as 
Unidades Pediátricas e as outras Unidades Hospitalares. 
Na Unidade das Infecciosas não foi encontrado o clone A, sugerindo que nesta 
Unidade Hospitalar as medidas de prevenção e controlo da disseminação de 
microrganismos patogénicos são mais eficazes.  
De referir que na Unidade das Infecciosas foram colhidos dois isolados que 
apresentaram integrões de classe 1 com tamanhos diferentes, de 1 Kb e de 3 Kb, e 
observou-se ainda uma distância temporal (o isolado 5783 foi colhido em Abril de 2003 e 
o isolado 17083 em Outubro de 2003), eventualmente pode ter acontecido a aquisição de 
outras cassetes genéticas pelo integrão de 1 Kb durante este período de tempo 
(Quinteira et al., 2005). Neste sentido, a diferença de tamanho dos integrões detectados 
poderá reflectir a evolução de um integrão ou a aquisição da cassete genética blaVIM-2 por 
diferentes integrões de classe 1 (Giakkoupi et al., 2003). 
De facto, quando um surto infeccioso ocorre num hospital, é importante perceber se foi 
causado por uma ou várias estirpes, no sentido de minimizar a sua transmissão e 
disseminação. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSÕES 
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A ANÁLISE DO PRESENTE TRABALHO PERMITIU RETIRAR AS SEGUINTES CONCLUSÕES: 
 
? Os isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo surgem mais 
frequentemente em ambiente hospitalar (91,9%). 
 
? O produto biológico mais representativo foi a expectoração (49,3%). 
 
? Os isolados resistentes ao imipenemo infectam com maior frequência indivíduos 
do sexo masculino (72,2%), existindo predominância em idades superiores a 40 
anos (68,2%). 
 
? Em doentes de ambos os sexos, grande parte (51,9%) dos isolados foram 
colhidos do grupo etário dos 61 aos 80 anos, indicando maior risco de aquisição 
de infecção causada por isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenemo. 
 
? Na avaliação da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos em isolados de 
P. aeruginosa resistentes ao imipenemo, observou-se que: 
• O meropenemo também apresentou baixa actividade (20,3%). 
• O aminoglicosídeo amicacina mostrou  melhor eficácia (73,1%). 
• A fluoroquinolona ciprofloxacina apresentou actividade em 53,0% dos 
isolados testados. 
• Relativamente aos antibióticos β-lactâmicos, a ceftazidima apresentou boa 
actividade (56,7%), seguida da cefepima (49,6%). A associação de 
piperacilina com tazobactam e o aztreonamo inibiram 47,4% e 37,3% dos 
isolados, respectivamente. 
• A presença 3,7% de isolados resistentes a todos os antibióticos testados, 
nomeadamente ao imipenemo, meropenemo, aztreonamo, cefepima, 
ceftazidima, piperacilina/tazobactam, amicacina e ciprofloxacina, torna 
imperioso o aparecimento de alternativas terapêuticas. 
 
? A detecção fenotípica de metalo-β-lactamases através do teste de sinergismo do 
duplo disco imipenemo-EDTA, revelou-se positiva em 29,4% dos isolados 
resistentes ao imipenemo.  
 
? O teste de sinergismo do duplo disco imipenemo-EDTA registou uma 
sensibilidade de 62,5% constituindo uma boa opção para a triagem inicial de 
amostras produtoras de metalo-β-lactamases. 
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? Relativamente ao total dos isolados resistentes ao imipenemo 19,1% 
apresentaram o gene blaVIM, sendo de origem hospitalar. 
 
?  65% das amostras produtoras da metalo-β-lactamase VIM-2  foram isoladas de 
produtos biológicos provenientes do tracto respiratório. 
 
? Não se observou a presença dos genes blaIMP, blaSPM e blaGIM. 
 
? Na determinação das CMIs aos agentes antimicrobianos em isolados de 
P. aeruginosa produtores da metalo-β-lactamase VIM-2, observou-se que: 
• O meropenemo também apresentou baixa actividade (15,4%). 
• A piperacilina e o aztreonamo mostraram maior eficácia, inibindo 84,6% e 
76,9% dos isolados, respectivamente. 
• A maioria (92,3%) dos isolados avaliados revelou resistência à 
ceftazidima. 
• 15,4% dos isolados apresentaram um fenótipo multi-resistente aos 
carbapenemos, ceftazidima, aztreonamo e piperacilina. 
• A emergência de isolados produtores de metalo-β-lactamases reduz as 
opções terapêuticas em infecções hospitalares. 
 
? Foram detectados integrões de classe 1 em 11,5% dos isolados produtores da 
metalo-β-lactamase VIM-2. A inserção dos genes blaVIM-2 nestes integrões 
possibilita a disseminação horizontal de metalo-β-lactamases, aumentando a 
relevância clínica destas enzimas.  
 
? A tipagem genética dos isolados de P. aeruginosa produtores da metalo-β-
lactamase VIM-2 colhidos de doentes internados em 9 Unidades Hospitalares 
entre Setembro de 2003 e Janeiro de 2005, permitiu distinguir 7 tipos de perfis 
RAPD, identificados de A a G:  
• Existem indicações de disseminação de três estirpes, que apresentaram os 
perfis A, B e C: 
? O perfil A apresentado pela maioria (65,4%) dos isolados sugere 
disseminação clonal em doentes internados em 5 Unidades 
Hospitalares (Medicina, Reanimação, Pneumologia, Neurocirurgia e 
Ortotraumatologia). 
? O perfil B apresentado por 7,7% dos isolados, indica um clone 
semelhante ao clone de perfil A, encontrando-se nas Unidades 
Hospitalares de Reanimação e de Pneumologia. 
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? O perfil C representado por isolados da Unidade de Medicina do 
Hospital de Pombal é único e não se encontra nos outros hospitais do 
Centro Hospitalar de Coimbra. 
? O perfil E ostentado por isolados da Unidade das Infecciosas também 
é único relativamente às outras Unidades Hospitalares. 
? Necessidade de medidas preventivas da disseminação de estirpes 
produtoras de metalo-β-lactamases. 
 
• Os perfis D, F e G foram apresentados por 11,5% dos isolados provenientes 
da Unidade das Infecciosas, do Hospital Pediátrico e da Unidade de Cuidados 
Intensivos do Hospital Pediátrico, respectivamente. 
 
? No Centro Hospitalar de Coimbra a resistência elevada aos carbapenemos em 
P. aeruginosa deve-se a um conjunto de factores, incluindo a presença da metalo-
β-lactamase VIM-2. 
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